44° ANNEE FEVRIER 1927 N° 2 


ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


RECHERCHES BIOCHIMIQUES 
SUR LES TOXINES ET LEURS DERIVES 


1. ETUDE DES FACTEURS 
QUI INFLUENCENT L’ELABORATION DE LA TOXINE TETANIQUE 
ET SA TRANSFORMATION SPONTANEE EN ANATOXINE 


par Atsent BERTHELOT, G. RAMON et Me AMOUREUX. 


En poursuivant nos recherches sur les facteurs chimiques 
qui interviennent dans la formation des anatoxines (1), nous 
avons reconnut la nécessité d’étudier comment les variations de 
la composition du milieu influencent I’évolution des cultures, 
au point de vue de l’élaboration des toxines et de la dégradation 
spontanée de celles-ci en dérivés dépourvus de toxicilé. Kn effet, 
s'il était utile de continuer 4 rechercher quels sont les com- 
posés capabJes de transformer les toxines en « anatoxines », 
c’est-a-dire en principes inoffensifs et doués, cependant, vis-a- 
vis de l’antitoxine, d’un pouvoir floculant révélateur de leur 
valeur antigéne (2), il était indispensable d’établir, tout d’abord, 
dans quelles conditions et dans quelle mesure cette transfor- 


(1) A. Bertnetor et G, Ramon, Sur les agents de transformation des toxines 
en anatoxines. ©. R. Académie des Sciences, 180, 1925, p. 349. 

(2) Voir pour détails et bibliographie sur les anatoxines G. Ramon. Ces 
Annales, 37, 1923, p. 1001; 88, 1924, p. 1; 39, 1925, p. 1. 
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mation se réalise, en quelque sorte spontanément, au sein 
méme des cultures qu’on laisse vieillir & l’étuve sans les addi- 
tionner de formol. 

La toxine tétanique nous ayant toujours paru particuliére- 
ment sensible aux facteurs chimiques et physiques, nous l’avons 
choisie comme objet des recherches que nous avons com- 
mencées en septembre 1924; bien que nous poursuivions 
encore celles-ci, nous avons pensé qu'il serait bon d’exposer 
dés maintenant les résultats que nous avons déja obtenus. 

Au début de nos essais, nous avons tout naturellement 
examiné une 3 une les diverses phases de la préparation du 
bouillon peptoné dans lequel on cultive habituellement le 
Bacille tétanique, et cherché, sans idée préconcue, quelles 
sont les causes qui contribuent & rendre ce milieu favorable 
ou non a la production ultérieure d’une bonne toxine. Mettant 
alors & profit les faits nouveaux que nous venions d’observer 
et les notions classiques, nous avons essayé de modifier la com- 
position et les propriétés physico-chimiques du bouillon simple 
de maniére & pouvoir obtenir réguliérement non des toxines 
d'une nocivité exagérée, mais bien plulot des « anligenes » de 
valeur élevée; nous allons voir plus loin ce que nous entendons 
par la. 

Ces recherches ont porté sur plus de cing cents cultures que 
nous avons, parfois, suivies pendant plusieurs mois; bien 
entendu nous ne rapporterons pas toutes les constatations que 
nous avons pu faire et nous nous bornerons aux résultats qui 
nous paraissent bien acquis. 

Avant de commencer |’exposé de nos recherches, nous allons 
indiquer de quelle fagon nous avons obtenu les données numé- 
riques qui traduisent les résultats de nos expériences. Dés le 
début de nos essais, une question primordiale s'est posée : 
comment évaluer la production d’un milieu de culture en 
toxine tétanique, ou, autrement dit, comment apprécier la 
valeur d’une toxine tétanique? On peut, sans doute, dans toute 
toxine fraichement ou anciennement filtrée, doser le pouvoir 
toxique « actuel » (au moment de l’expérience), et pour cela, 
il suffit de rechercher quelle est la quantité mininum de cette 
toxine amenant la mort de l’animal sensible en un temps 
limite. Mais la valeur d’une toxine quelle qu'elle soit ne tient 
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pas seulement & sa nocivité vis-a-vis de l’organisme yivant, elle 
réside encore, et ceci est beaucoup plus intéressant et plus 
important, dans son pouvoir d’engendrer in vivo la formation 
de l’antitoxine spécifique, c’est-a-dire dans son « pouvoir anti- 
gene intrinséque ». Or, ce pouvoir antigéne n’est presque 
jamais en rapport avec la nocivité « actuelle » de la toxine. En 
effet, alors que la toxicité est une propriété fragile, instable 
(nous aurons |l’occasion de le constater une fois de plus au cours 
de ce travail), le pouvoir antigeéne est au contraire résistant, 
solide. Il résulte de ceci que le pouvoir antigéne, représentant 
au point de vue immunité la valeur d’une toxine, telle que la 
toxine “tétanique, ne saurait étre apprécié, comme on le faisait 
trés généralement jusqu ici, en fonction de la toxicité. 

Il est, en dehors du pouvoir toxique, une autre propriété de 
la toxine tétanique récemment mise en évidence par l’un de 
nous : le pouvoir d’entrer en réaction 27 vitro avec l’antitoxine 
du sérum spécifique ou « pouvoir floculant » selon la dénomi- 
nation qui lui a été donnée. Ce « pouvoir floculant » se montre, 
comme le pouvoir antigéne, relativement slable, il résiste a 
nombre d’influences qui altérent plus ou moins profondément 
ou méme détruisent le pouvoir nocif. En réalité, « pouvoir flo- 
culant » et pouvoir antigéne marchent de pair et la mesure du 
premier, trés facile 4 effectuer, peut servir & juger de la valeur 
du second. Il suffit pour cela de mettre en ceuvre la réaction 
de floculation dont nous rappellerons ici briévement la tech- 
nique (1). 

On prépare un certain nombre de tubes & hémolyse contenant 
ehacun 2 cent. cubes ou mieux 4 cent. cubes de la toxine dont 
on veut déterminer la valeur; on ajoute dans ces tubes des 
volumes variables 1 cent> cube, 0c.c. 8,0c. ¢.6..., 0c.c. 3, etc... 
dun sérum antitétanique étalon convenablement choisi (2): 
ces volumes représentent des quantités progressivement 


(1) Voir en particulier G. Ramon et P. Descomsgy. C. R. Soc. Biologie, 95, 
1926, p. 434. 

(2) Convenablement choisi, car pour des raisons qui nous échappent encore 
— différence de composition chimique ou mieux de propriétés physico- 
chimiques — certains sérums antitétaniques donnent en présence de la 
toxine tétanique une réaction de floculation anormale dans son aspect et 
pas toujours en rapport exact avec le titre antitoxique déterminé in vivo 
(Yun de nous et P. Descompry, loc. cit.). 
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décroissantes 20, 16, 12 ..., 6, 2, etc..., unités antitétaniques 
(U. S.); aprés avoir agité on place les tubes a l’étuve & 38° ou 
encore au bain-marie a 45°. En examinant de temps a autre 
ces tubes, on remargque tout d’abord que le contenu de quelques- 
uns d’entre eux devient de plus en plus opalescent. Au bout 
d’un temps variable, on conslate que l'un des mélanges, par 
exemple celui qui renferme 12 unités antilétaniques, flocule ; 
il a done fallu 12 unités pour faire apparaitre la floculation 
initiale dans 4 cent. cubes de toxine; ondira, d’aprés le prin- 
cipe de la méthode de floculation, que cette toxine a une valeur 
de 3 unilés antigéniques au centiméatre cube. Telle est la tech- 
nique trés simple qui nous a rendu si commode l|’évatuation 
du pouvoir antigéne de nos échantillons de toxine tétanique. 

Le pouvoir antigene n’est d’ailleurs pas le seul élément de 
la toxine que nous permet d’apprécier la réaction de floculation. 
En effet, si, grace 4 des essais préalables, eflectués une fois pour 
toutes, on a déterminé combien de « doses mortelles » de 
toxine fraiche (4) peuvent entrer en combinaison avec l’unité 
antitoxique du sérum étalon, on pourra savoir, par la suite 
(en opérant comme ci-dessus), quel a été le pouvoir toxique 
maximum qu’a pu présenter une toxine tétanique quelconque 
au cours de la culture qui lui a donné naissance. 

Ainsi, au cours de ce travail, sil’expérimentation chez l’animak 
pouvait nous renseigner & chaque instant sur le pouvoir 
toxique « actuel » de nos toxines, la floculation nous permettait 
de connaitre la véritable valeur de celles-ci, puisque a l’aide 
de cette réaction nous étions capables de déterminer et leur 
pouvoir anligéne « intrinséque » et aussi la toxicité maximum 
qu’elles avaient atteinte au cours de la culture. Nous étions 
donc suffisamment outillés, et mieux qu’on ne l’avail été en 
général jusqu ici, pour étudier la production de la toxine téta- 
nique et nous rendre compte de l'influence sur cette production 
de tel ou tel facteur que nous jugions intéressant de faire inter- 
venir. ; 

Tous les résultats que nous allons rapporter ne valent, 
d’ailleurs, que pour les s¢rictes conditions chimiques ou physico- 


(1) Pour cela, il faut effectuer des essais avec une toxine provenant d’une 
culture peu agée, de quatre a six jours par exemple. 
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chimigues dans lesquelles nous avons effectué nos expériences 
et pour la variété de Bacille tétanique dont nous nous sommes - 
servis. Nous tenons a souligner également que, dans aucun de 
nos essais, nous n’avons employé plus de 300 cent. cubes de 
milieu; le plus souvent nous avons opéré avec des ballons de> 
160 cent. cubes et surtout avec des tubes de 30 cent. cubes. 
Nous ne pouvons done affirmer qu'il ne faudra pas faire subir 
quelques modifications aux techniques proposées par nous 
avant de les appliquer 4-la préparation de grands volumes 
dantigéne tétanique. 

Nous examinerons dans la premiére partie de notre mémoire 
les détails de la préparation du milieu et les facteurs qui inter- 
viennent quand on cultive le Bacille tétanique en bouillon 
peptoné simple. Dans la seconde partie, nous étudierons les 
moyens que nous avons employés pour augmenter la toxicité 
et la valeur antigéne de nos cultures (1). 


Etude de la préparation du milieu 
et des facteurs qui modifient I'évolution des cultures 
en bouillon peptoné simple. 


Avant de commencer nos recherches, nous avons tenu a faire 
choix d’une race microbienne douée d’un fort pouvoir toxigéne. 
Aprés plusieurs essais, nous avons finalement adopté une 
souche américaine due a l’obligeance de M. Zingher. 

Certains auteurs ne paraissent pas attacher une grande 
importance & ce choix; d'autres, au contraire, lui attribuent un 
role primordial. C’est parmi ves derniers que les résultats de 
nos expériences nous imposent de nous ranger. 


INFLUENCE DE I’ EAU EMPLOYEE POUR LA PREPARATION DES MILIEUX 
‘DE cuLturE. — Au début de nos essais, nous nous sommes 
servis d’eau distillée, mais celle dont nous disposions était 
obtenue dans de mauvaises conditions et nous a occasionné 
des ennuis qui nous ont amenés & employer l'eau de source 
distribuée par la Ville de Paris dans le XV° arrondissement. 


(1) Un court résumé de notre travail a été publié dans les Comptes rendus 
de la Société de Biologie, 96, n° 1, séance du 8 janvier 1927, p. 32. 
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Plusieurs expériences conséculives, avec un milieu peptoné a 
extrait de viande, nous donnérent des résultats assez satisfai- 
sants, puis brusquement, bien que toutes les conditions aient 
été les mémes, d'autres séries ne nous fournirent qu'une trés 
mauvaise toxine. Comme nous ne réussissions pas & améliorer 
nos milieux, il nous fut suggéré que l'eau était peut-étre la 
cause de nos déboires; nous nous trouvions alors & la fin de été 
1924, et, par suite de la constatation de nombreux cas de fiévre 
typhoide dans la région parisienne ainsi que du manque d’eaw 
de source, l’eau livrée & la consommation était javellisée. Nous 
ne savons exactement en quoi l’eau de conduite, qui ne donnait 
que de mauvais résultats, différait de celle que nous avions 
employée dans nos essais plus heureux, toujours est-il qu'il 
nous a.suffi de remplacer, dans nos milieux, l’eau de la ville 
par celle d'une source située dans le parc de l'Institut Pasteur 
de Garches, pour voir se relever la toxicité de nos cultures. 
Depuis cette Epoque c’est avec cette eau de source que nous 
avons eflectué toutes nos expériences (1). 


INFLUENCE DE LA COMPOSITION DU VERRE DES VASES DE CULTURE. — 
Tout au début de nos recherches, dans une expérience ot les 
divers milieux étaient contenus dans des récipients neufs en 
verre blanc moulé, trés tendre, nous obtinmes un bon dévelop- 
pement d’un Bacille tétanique ordinairement doué d’un pouvoir 
toxigéne assez élevé, mais les filtrats des diverses cultures se 
montrérent presque dépourvus de toxicité pour le cobaye. Nous 
nous proposions de répéter cet essai quand l’examen de 
quelques tubes de milieux non ensemencés vint nous éclairer 
sur la cause des mauvais résultats que nous avions obtenus. En 
effet tous les bouillons, ou seule différait la nature de la peptone, 
avaient été ajustés par la méthode électrométrique, dans les 
mémes conditions, & pH —7,3, puis stérilisés vingt minutes & 
115°; or, aprés vingt-quatre heures, au lieu d’un abaissement 
normal du pH, tous les milieux s’étaient nettement alcalinisés 
entre pH — 8,3 4 8,5. Un vase vide, également neuf et prove- 


(1) Cette eau, analysée le 10 octobre 1926, présentait les caractéres suivants ¢ 
pH =7,3; chlorures en NaCl : 0 gr. 087 par litre; extrait sec : 1 gr. 29 par 
litre; sulfates en SO‘Ca : 0 gr. 680 par litre; chaux : 0 gr. 418 par litre et enfin 
magnésie :.0 gr. 030 par litre. 
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nant de la méme livraison que ceux de notre essai, fut rempli 
deau distillée et chauffé vingt minutes 4 115°; vingt-quatre 
heures aprés l’eau qu’il contenait était nettement rouge a la 
phtaléine. 

L’expérience que nous venons de rapporter fut alors répétée 
avec les mémes milieux, la méme race de Bacille tétanique et 
dans les mémes conditions, & cela prés que les tubes étaient en 
verre « Pyrex » et non plus en verre blanc. La stérilisation fut 
effectuée & 115° pendant vingt minutes, mais, cette fois, le pH 
des milieux passa de 7,3 & 7 en méme temps qu’augmentait 
considérablement la toxicité des cultures. Les vases en Pyrex 
nous donnaient donc toute satisfaction, mais, par raison d’éco- 
nomie, nous recherchames s’il était possible de les remplacer 
par des récipients en verre vert. Nousavons pu établir que cette 
substitution ne présente aucun inconvénient, au moins dans 
les conditions de nos expériences. De trés nombreux essais dans 
lesquels le méme milieu témoin était réparti dans deux tubes, 
de méme diamétre et de méme hauteur, l'un en Pyrex, l’autre 
en verre vert, nous ont, par la suite, confirmé que, pratique- 
ment, au point de vue de la toxicité et du pouvoir antigéne, les 
deux verres se valent, ce qui ne nous a d’ailleurs pas empéché, 
surtout quand nous faisions intervenir un nouveau facteur, 
d’employer de préférence des vases de Pyrex, non seulement 
en raison de la grande résistance chimique de celui-ci, mais 
aussi de la constance de sa composition chimique. C’est qu’en 
effet le verre vert du commerce n'est souvent, surtout depuis la 
guerre, qu'un verre trés fusible, de mauvaise qualité, teinté de 
vert, mais ayant tous les inconvénients du verre blane ordi- 
naire. Bien entendu, tous les autres verres durs, trés siliceux, 
a point de fusion élevé. et & grande résistance chimique, nous 
auraient donné d’aussi excellents résultats que le bon verre 
vert ou le Pyrex; si nous avons employé exclusivement les deux 

“derniers dans nos expériences, c’est parce qu’il nous était plus 
facile de nous les procurer. 

Il est certain qu’en pratique il n’y a pas lieu d’exagérer l’im- 
portance des précautions que nous avons prises dans nos 
recherches; mais cependant il est prudent, quand on veut entre- 
prendre l'étude de certaines propriétés microbiennes trés sen- 
sibles aux influences chimiques, de ne choisir les récipients 
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dans lesquels seront effectuées les cultures qu’aprés avoir com- 
paré les résultats fournis par le méme germe et le méme 
milieu dans des vases de verre différents dont un en Pyrex ou en 
verre encore plus résistant. Les fails observés par |’un de nous, 
avec le Bacille pyocyanique cullivé en milieu synthétique (1), 
viennent d’ailleurs & l’appui de ceux que nous venons d’exposer 
et montrent combien, dans certains cas, il importe de ne pas 
considérer comme négligeable l’influence possible du verre des 
vases de culture, 


INFLUENCE DE LA NATURE DE LA VIANDE OU DES ORGANES EMPLOYES 
POUR LA PREPARATION DES MILIEUX. — Dans la plupart de nos expé- 
riences, nous avons employé du bouillon de viande peptoné. 
Tout au début, comme il s’agissait d’essais comparatifs (2), 
nous avons essayé le bouillon de boeuf plus économique, mais 
nous n’avons pas tardé & nous rendre compte que le bouillon 
de veau était infiniment préférable. C’est, du reste, ce 
qu’avaient constaté depuis longtemps les spécialistes. Toute- 
fois nous avons éprouvé de sérieux ennuis tant que nous nous 
sommes servis de la viande hachée qui nous était fournie en 
cet état. Celle-ci, dont il nous était bien difficile d’apprécier le 
degré de fraicheur, renfermait souvent une proportion considé- 
rable de graisse, d’aponévroses et de tendons. La composition 
de la macération de viande changeait & chaque expérience et 
nous avions des différences notables entre deux essais ot la 
viande hachée était le seul facteur qui ett varié; du jour ot 
nous avons employé de la viande de veau trés fraiche, que 
nous hachions nous-méme, quelques heures aprés son arrivée 
de l’abattoir, nous avons obtenu des résultats beaucoup plus 
réguliers. Dans la suite, nous avons toujours préparé notre 
bouillon avec un morceau de culotte de veau, d’environ 1 kilo- 
gramme, trés maigre et sans os; c’est seulement aprés |’avoir 
débarrassé aussi complétement que possible de la graisse et des 
déchets que nous le passions au hachoir. 


(1) Avert BertneLot, Remarques sur l’emploi des milieux synthétiques. Ces 
Annales, 40, mai 1926, p. 440. 


(2) Pour cette raison et pour étre assurés d'une plus grande régularité, 
nous aurions voulu remplacer Ja viande par l’extrait de viande Armour; 
nous avons obtenu de bonnes cultures, mais leur toxicité n’étant pas assez 
élevée pour le but que nous nous proposions, nous avons laissé de coté 
Yextrait de viande pour n’employer que la viande fraiche. 
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Quelques essais dans lesquels nous avons opéré avec de la 
viande trés chargée de graisse, ou présentant déja un certain 
degré de maturation, nous ont donné des résultats bien infé- 
rieurs, au point de vue de la toxicité, 4 ceux qui nous étaient 
fournis par le bouillon préparé avec de la viande maigre et 
fraiche. La présence d’une teneur trés élevée en tissu adipeux 
nintervient pas seulement en diminuant la quantité de pro- 
téiques existant dans un méme poids de viande, mais aussi en 
introduisant dans le bouillon, surtout quand la stérilisation 
est effectuée & température élevée et en milieu alcalin, une 
proportion excessive de produits de saponification qui peuvent 
modifier la tension superficielle du milieu et y augmenter la 
précipitation des éléments alcalino-terreux. 


La supériorité incontestable du bouillon de chair de veau nous a donné 
Tidée de rechercher, parmi les tissus ou organes riches en substances d’ori- 
gine nucléaire, s'il ne serait pas possible d’y trouver les éléments d’un milieu 
moins couteux. Dans ce but, nous avons essayé comparativement des bouil- 
lons peptonés-de foie, de thymus ou de rate de veau, de testicules de taureau 
et méme de pus aseptique de cheval. Tous ces milieux avaient été préparés 
exactement dans les mémes conditions et ajustés au méme pH par la 
méthode électrométrique. 

Ainsi que nous I'avons déja indiqué (1), le foie, le testicule et le pus ne 
nous ont donné que de trés mauvais résultats, tandis que les milieux pré- 
parés avec le thyinus et surtout la rate nous ont permis d’obtenir des toxines 
tétaniques au moins aussi bonnes que celles provenant de cultures en 
bouillon de muscles de veau. La meilleure toxine nous ayant été fournie par 
le milieu A base de rate et celle-ci présentant de plus, au point de vue du 
prix de revient, une réelle supériorité sur les autres organes, nous l’avons 
essayée Aa quatre reprises, en substituant méme dans nos deux derniéres 
expériences la rate de boeuf a celle de veau. 

Dans notre premier essai, les deux bouillons de muscles et de rate de veau 
ont donné une toxine dont 1 cent. cube contenait 6.000 doses mortelles pour 
le cobaye; mais dans le second, alors que Ja Loxine-viande de veau renfermait 
10.000 doses mortelles au cenlimétre cube, la toxine-rate de veau en conte- 
nait 15.000 (2). Avec la rate de beeuf les résultats ont été les mémes que dans 
notre deuxiéme essai avec le bouillon de rate de veau. Enfin, nous avons 
constaté qu’avec les bouillons 4 base de rate, i] nous était aussi facile qu’en 
utilisant le bouillon de veau d’obtenir une toxine de titre assez élevé par addi- 
tion au milieu soit de pyruvale de sodium ou d’une dose convenable de sub- 
stance-tampon, dont nous parlerons plus loin, soit de 75 p. 1.000 de tapioca. 
Dans une expérience de cet ordre, nous avons obtenu avec le bouillon de rate 


(1) Ausrrt Brratneror, G. Ramon et Me Amoureux, Sur les avantages du 
bouillon de rate comme milieu de culture. Bulletin de la Société de Chimie 
biologique, séance du 6 juillet 1926, 8, n° 8, p. 934. 

(2) Ces « chiffres » de toxicité représentent la nocivité maximum, déter- 
minée, le plus souvent, comme il a été indiqué plus haut. 
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de boeuf deux toxines titrant 25.000 doses mortelles au centimétre cube alo 
que celle qui provenait de cultures en bouillon de viande de veau, modifi 
de méme facon, ne renfermait que 20.000 doses. En outre, nous avons eu 
occasion de noter que la présence, dans le fond des tubes de culture, d'une 
petite quantité de rate hachée (environ 1/15 du poids du milieu) permettait 
doblenir une toxine tétanique plus active : environ 15.000 doses mortelles par 
centimétre cube avec le bouillon + rate hachée et 9.000 avec le bouillon de 
rate témoin. 


Il semble donc bien évident, au moins en ce qui concerne la 
préparation du bouillon peptoné destiné & la production de la 
toxine tétanique, que l’on puisse remplacer le muscle de veau 
par la rate du méme animal et plus économiquement encore 
par celle de beuf, & condition toutefois de ne préparer la macé- 
ration qu’avec des organes provenant d’animaux abattus au 
plus six ou huit heures avant le début des manipulations et de 
ne hacher la rate qu’aprés l’avoir débarrassée de sa capsule. 
Dans tous les cas ou de grands volumes de bouillon de viande 
sont nécessaires il y aurait intérét, surtout actuellement, & 
essayer le bouillon de rate; méme & égalité de résultats cette 
substitution présenterait un avantage incontestable, puisque la 
rate de veau et mieux encore celle de boeuf sont vendues & des 
prix trés inférieurs 4 celui de la viande de veau. 

Des essais en cours permettront peut-étre d’établir si la supé- 
riorité du bouillon de rate d’herbivores n’est pas en relation 
avec une teneur élevée en glutathion ‘ou en produits d’origine 
nucléique, soit encore avec la présence d’une proportion parti- 
culitrement forte d’un élément catalyseur, d’un de ces infi- 
niment petits chimiques dont les travaux de G. Bertrand et de 
ses éléves ont montré l’importance. 


INFLUENCE DU MODE DE PREPARATION DU BOUILLON. — Dans nos 
premiéres expériences, pour simplifier, nous nous contentions 
de placer la viande hachée dans le volume convenable d'eau 
froide, de porter lentement le tout 4 l’ébullition, puis de main- 
tenir celle-ci pendant quatre heures; mais nous nous sommes 
vite apereu que le bouillon ainsi préparé donnait de bien moins 
bons résultats que celui qui était obtenu de la maniére clas- 
sique, c’est-a-dire par macération prolongée de la viande & 
froid, suivie d’une courte ébullition. 
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Pour tous nos essais, le bouillon a été préparé avec 500 grammes de 
viande ou d’organes, soigneusement débarrassés de graisse, tendons ou 
aponévroses, pour un litre d’eau. Au début, nous filtrions le bouillon sur 
papier Chardin; plus tard, nous avons employé un papier Durieux trés 
épais, filtrant tres rapidement; finalement, comme nous avions reconnu 
qu’en raison du collage qui se produit lors de la stérilisation il n’y avait pas 
intérét, au contraire, a obtenir du bouillon parfaitement clair, nous avons 
adopté la filtration d’abord sur toile épaisse, puis sur toile fine trés serrée. 
Nous avons eu loceasion de constater qu'il n’est pas indifférent d’employer. 
pour la préparation du bouillon, des récipients émaillés a bon marché. En 
effet, nous avons pu nous rendre compte que l'échec d'une de nos expé- 
riences provenait simplement de ce que nous nous étions servis d’une marmite 
neuve dont l’intérieur était recouvert d’un émail si tendre qu’il était comple- 
tement dépoli apres ébullition et neutralisation de la macération de viande 
avec laquelle il avait été en contact. Des éléments minéraux étaient entrés 
en solution et sils n’ayaient pas géné le développement microbien, ils 
avaient suffi a-entraver trés fortement la formation de toxine. Rien de 
parei] ne saurait survenir avec des récipients protégés par un émail dur de 
bonne qualité et, au point de vue toxicité, nous avons eu, avec du bouillon 
préparé dans de tels vases, des résultats absolument identiques 4 ceux que 
nous a donnés le méme milieu entiérement préparé dans des récipients de 
verre « Pyrex». 

Toujours au sujet de la préparation du bouillon nous avons 
di entreprendre quelques essais pour choisir 4 bon escient la 
substance alcaline destinée & neutraliser l’acidité de la macéra- 
tion et de la peptone. La soude et la potasse présentent des 
inconyéuients d ordre chimique et physico-chimique; nous les 
avons écartées aprés quelques expériences pour étudier CO*Na’, 
CO*K? et PO'K?. Ce dernier sel, contrairement & ce que nous 
altendions, ne nous a pas donné d’aussi bons résultals que les 
carbonates de sodium ou de potassium qui, au point de vue du 
pouvoir toxique, se sont montrés sensiblement équivalents, De 
ces deux sels le carbonate de sodium étant celui dont le poids 
moléculaire est le plus faible, celui dont le prix est le moins 
élevé et que l’on peut se procurer le plus facilement trés pur, 
nous l’avons adopté pour tout le reste de nos essais. 

Au début de nos recherches nous n’ajoutions pas de chlorure 
de sodium au bouillon, mais nous avons constalé qu'il y avait 
avantage 4 en introduire une certaine proportion. Par la suite 
nous avons toujours additionné la macération de viande de 
7 gr. 5 de chlorure de sodium par litre, de telle maniére 
qu’avec ce qu’apportaient la viande et la peptone, la teneur en 
NaCl du milieu terminé variait entre 8 4 10 p. 1.000 suivant 


les produits employés & la préparation du milieu. 
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A moins d'indications contraires, toutes les expériences dont il va ¢tre 
question dans le reste de ce mémoire ont été effectuées avec du bouillon 
de veau préparé dans les conditions suivantes, en tenant compte des 
remarques que nous venons d’exposer : 500 grammes de viande maigre de 
veau hachée, trés fraiche, soigneusement débarrassée de la graisse, des 
tendons et des aponévroses, étaient mis A macérer a la glaciére, dans un 
litre d’eau, pendant dix-huit heures. Au bout de ce temps le mélange étail 
chauffé jusqu’éa douce ébullition que lon maintenait pendant trois quarts 
W@heure. On laissait refroidir, on filtrait sur une toile épaisse peu serréc, 
préalablement mouillée, et dans celle-ci on exprimait la viande le mieux pos- 
sible. Le liquide obtenu était complété a un litre, avec de Peau identique a 
celle employée pour la macération, puis additionné de 7 gr. 50 de chlorure 
de sodium et de 15 grammes d'une peptone choisie spécialement. Le bouillon 
peptoné était alors amené a la réaction convenable, avec une solution de 
10 p. 100 de Co*Na? pur, par une technique qui sera précisée plus loin, porté 
4 lébullition, puis aprés refroidissement fillré de nouveau sur une toile 
fine, serrée, préalablement trempée dans l'eau froide. I] était enfin réparti, 
puis stérilisé par trois chauffages d’une heure et demie a 100°, effectués a 
vingt-quatre heures d’intervalle. 


INFLUENCE DE LA NATURE DE LA PEPTONE AJOUTEE A LA MACERA- 
TION DE VIANDE. — Quand on veut préparer de grands volumes 
de toxine tétanique, la peptone pepsique de panses de pore, 
telle qu’on peut |’obtenir si facilement et si économiquement 
au laboratoire par le procédé de Louis Martin, donne d’excel- 
lents résultats; mais, comme nous devions multiplier les 
expériences comparatives et opérer sur de petites quantités, il 
nous a paru préférable d’adopter pour nos essais une peptone 
commerciale, choisie parmi beaucoup d'autres, et de nous en 
assurer un stock suffisant pour toutes nos recherches. 


Dans des expériences ou la peptone était le seul élément variable, nous’ 
avons examiné dix-sept préparations commerciales. Sur ce nombre, grace 
a Vamabilité de MM. E. Vaillant, Petit et G. Torchon, nous avons pu dis- 
poser de neuf produits qui avaient été spécialement préparés pour répondre 
a nos desiderata et sur la nature desquels les renseignements les plus com- 
plets nous avaient été donnés. Les peptones que nous avons étudiées au 
point de vue de leur influence sur la formation de la toxine tétanique com- 
prenaient 7 peptones pepsiques dont 3 de viande, 2 de fibrine, 1 d’estomacs 
de pore (muqueuses + tuniques musculaires) et une de poissons de mer 
(colin, raie et congre), puis 6 peptones pancréatiques dont 2 de viande, une 
de sang total de boeuf, 1 d’estomacs de pores (tuniques musculaires), 1 de 
foie de beuf et 1 de fibrine; enfin 1 peptone de caséine obtenue par hydro- 
lyse A la chaux, 1 peptone de levure vraisemblablement préparée par auto- 
lyse, 1« peptone pour bactériologie » de provenance américaine et un pro- 
duit, tres dégradé, dénommé « erepton » (viande digérée successivement par 
la pepsine, la trypsine et l’érepsine). 
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Par de nombreux essais nous avons constaté que, dans les 
conditions ott nous nous étions placés, ce n'étaient pas les 
peptones les plus dégradées qui étaient les meilleures. Le 
produit, trés riche en acides aminés, qui résultait de la triple 
action de la pepsine, de la trypsine et de I’érepsine, était trés 
inférieur aux peplones pancréatiques, lesquelles étaient loin de 
valoir les peptones pepsiques. 

D’autre part, dans ce dernier groupe, les résultats les plus 
satisfaisants nous ont été donnés par les peptones de viande, 
la meilleure de celles-ci avait été préparée trés rapidement 
avec de la viande de beuf trés fraiche et de la meilleure 
qualité. Quel que soit le mode de digestion nous n’avons eu 
que des résullats insuffisants avec les peptones de levure, de 
caséine, de fibrine, d’estomacs de pore, de sang ou de foie, au 
moins en ce qui concerne la formation de toxine, car nous 
avons obtenu un développement microbien trés rapide et trés 
abondant dans de la macération de viande additionnée de 
peptones qui, employées seules, ne nous ont donné que des 
toxines faibles. De simples solutions aqueuses, 4 25 grammes 
par litre,de peptones pancréatiques de sang total de boeuf ou 
de musculeuses d’estomacs de pore nous fournirent en vingt- 
quatre heures des cultures trés abondantes qui, filtrées dans les 
délais normaux, se montrérent presque dépourvues de toxicité. 

Il est possible que la supériorité incontestable de certaines 
peptones au point de vue de la formation de toxine tienne a ce 
qu’elles renferment, en plus forte proportion, un élément cata- 
lyseur favorisaut trés activement l’apparition du pouvoir 
toxique des cultures tétaniques; on peut admettre également 
que l'infériorité de cerlaines préparations trés dégradées pro- 
vienne de ce que la plus grande parlie de |’azote s’y trouve a 
un tel élat que la formation d’ammoniaque et autres substances 
basiques, sous l’influence du développement microbien, soit 
rendue si précoce et siintense qu'il en résulte une alcalini- 
sation trés rapide du milieu. Cette alcalinisation est peut-étre 
tres favorable & l’abondance des cultures, mais il est possible 
qu'elle géne prématurément la formation de la toxine. Notre 
étude de V’influence des peptones est d’ailleurs loin détre 
terminée et nous la poursuivons en tenant compte des données 
biochimiques et physico-chimiques dont l'importance nous est 
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apparue au cours d’expériences que nous exposerons plus loin. 

Quoi gu‘il en soit, pour continuer nos recherches nous avons, 
bien entendu, choisi la peptone qui nous avait permis d’obtenir 
le plus fort pouvoir toxique. Ainsi que nous l’avons déja indi- 
qué il s’agissait d’une peptone pepsique de viande de beuf 
(peptone VaillantP. B. C.), préparée, a notre intention, au degré 
de simplification que l’essai des autres peptones nous avait 
montré le plus favorable. 


Ainsi que l'un de nous a eu maintes fois l'occasion de lindiquer (1) ona 
toujours avantage A ne se servir que d’une peptone de composition bien 
appropriée au but que l'on se propose et A ne pas adopter une préparation 
commerciale, surtout pour des expériences de longue durée, sans étre 
assuré de disposer d’un stock suffisant ou, au moins, de pouvoir se procurer 
un produit de composition absolument identique A celle des échantillons 
précédemment employés. Dans bien des cas on sera donc conduit a se pro- 
curer les peptones directement chez le fabricant et & exiger que chaque 
livraison soit accompagnée d’un bulletin d’analyse. 

1] serait bon que celui-ci indiquat la valeur du pouvoir rotatoire, la teneur 
ep azote total et en azote aminé titrable au formol, la teneur en eau et en 
matiéres minérales et le taux des chlorures; mais dans la pratique bacté- 
riologique, on peut le plus souvent se contenter des chiffres exprimant le 
pouvoir rotatoire, l'acidité naturelle et l’'acidité Sérensen, ainsi que du taux 
de NaCl, surtout si lon prend soin d’y ajouter l'indice d’iode en milieu 
alcalin et en milieu acide dont l’un de nous, en collaboration avec Me Cha- 
duc, a montré la commodité pour Videntification de deux peptones de méme 
origine (2). Voici d’ailleurs le bulletin d’analyse de la peptone qui nous a 
permis d’obtenir les meilleures toxines; nous y avons introduit les deux 
indices diode alcalin et acide : 


PEPTONE PEPSIQUE CHLORHYDRIQUE DE VIANDE DE BOEUF (produit sec, en poudre 


grossiére, contenu dans des flacons 4 bouchon paraffiné marque P. B.C. de 
E. Vaillant et Cie, Paris). 


Pouvoir rotatoire (déterminé avec une solution de 
peptone & 3 p. 100), tube de 20 centimetres . . [on] =— 58030! 


N 
Volume de NaOd =, nécessaire pour saturer lacidilé 


naturelle de 10 cent. cubes de la solution de pep- 
tone a 3 p. 100, en centimétres cubes..... . 2,1 


N 
Volume de NaOH To nécessaire pour saturer la nou- 


velle acidité apparue aprés addition de formol 
neutre, eM Centimebres CUDES 6s esis) oes eee 2,2 


(1) Consulter notamment le Manuel technique de Microbiologie et Sérologie 
de A. Catmerte, Nicre et Bogust. Deuxiéme édition, 1920. Masson, éditeur, 
p- 55. 

(2) Albert BertueLor et Me M. Cuapuc, Sur l'indice d'iode des peptones 


commerciales. Bulletin de la Sociélé de Chimie biologique. Séance du 6 juil- 
Tet 1926. 
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Chlorures (en NaCl pour 100 grammes de peptone), 


eh grammes ......, Sh deca eben Bud gy spies netos owas 45,92 
Indice diode alcalin (en milligrammes diode pour 

ivgramme de.peptome) ,. 2-4 <0 4s wliw Wn ees 579 
Indice diode acide (en milligrammes diode pour 

A gramme de peptOme) oe 4 won in ele en 2,4 


Bien entendu il ne s‘agit 1A que de caractéres d’identification destinés a 
assurer une constance suffisante de composition pour des recherches de 
longue durée ou la répétition d’expériences antérieures. On ne pourrait s’en 
contenter pour la comparaison rigoureuse de peptones d’origine et de nature 
différentes, car bien d’autres données seraient alors nécessaires, ne serait-ce 
que pour amener 4 un méme taux d’azole total ou d’azote aminé les milienx 
a comparer. Mais, comme nous ne voulions pas nous éloigner trop des con- 
ditions courantes, nous nous sommes contentés des précisions que nous 
venons d’indiquer. ; 


INFLUENCE DE LA RBACTION DU MILIEU (pH pr D&PART). — Dans la pre- 
miére partie de nos recherches nous nous sommes uniquement occupés de la 
réaction des milieux au moment de l’ensemencement, c’est-a-dire du pH de 
départ des cultures. Tout d’abord nous avons ajusté notre bouillon a »H = 7,6 
croyant, d’aprés ce qu’avaient indiqué nombre d’auteurs, qu’un tel degré 
@alcalinité était nécessaire pour obtenir une bonne toxine; aprés quelques 
essais nous avons reconnu notre erreur et constaté que bien au contraire la 
toxicité des cultures s’élevait 4 mesure que le pH s’abaissait au moins 
jusqu’& une certaine limite. Plusieurs expériences comparatives dans 
lesquelles nous avons examiné des cultures obtenues avec des pH de départ 
de 7,6, 7,3, 7, 6,7 et 6 nous ont montré que le meilleur résultat était vers 
pH=6,7 c’est-a-dire avec une trés légére acidité. Nous avons alors adopté 
pH =6,8, sans doute par une derniére concession aux idées courantes, mais 
finalement nous avons ajusté tous nos milieux 4 pH =6,7, ce chiffre exprimant 
bien entendu la réaction définitive aprés stérilisation. 

Dans nos essais l’ajustage de la réaction a toujours été effectué par la 
méthode électrométrique, avec lélectrode & hydrogéne de Hildebrand et le 
potentiométre 4 cadran construit sur les données de l'un de nous (1). 

Comme nous avons toujours opéré dans les mémes conditions, nos 
mesures, malgré les inconvénients des électrodes a barbotage d’hydrogéne 
et la grande diversité de nos milieux troubles ou trés colorés, ont été 
réalisées avec une constance et une sécurité que nous aurions difficilement 
obtenues par la méthode colorimétrique au cours d’essais qui ont duré plus 
de vingt mois. Par contre, pour diverses raisons d’ordre théorique, c’est 
aux indicateurs colorés que nous avons eu recours pour mesurer le pH final 
des toxines filtrées, mais avec controle électrométrique fréquent. 

Pour ajuster la réaction nous déterminions par tilrage potentiométrique, 
sur 50 cent. cubes de bouillon peptoné, le volume de solution titrée de CO*Na’ 


(1) Albert Bertusror, Avantage du controle électrométrique de la réaction 
du milieu. Revue scientifique, 11 mars 1922, p. 167. Sur un nouveau potentio- 
métre a cadran. Bulletin de la Société de Chimie biologique, juillet 1924, p. 683. 
Consulter également: A. Catmerte, Nécre et Boguer. Manuel technique de 
Microbiologie, Deuxiéme édition, p. 34 et J. Barsaupy. Notice sur Vemploi du 
potentiométre A. B. Poursnc, édit. 
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quil était nécessaire d'ajouter pour que le milieu, aprés ébullition et refroi- 
dissement, se trouvat au pH choisi; puis, aprés avoir ajusté la portion prin- 
cipale de notre bouillon, en l’additionnant de la quantité calculée de CO*Na*® 
et en la maintenant quelques instants A l'ébullition, nous en prélevions un 
petit volume que nous refroidissions rapidement et dont nous mesurions le 
pH a la fois par la méthode électrométrique et les indicateurs colorés de 
maniére a pouvoir, au besoin, réajuster la totalité du milieu. Bien entendu 
pour toutes ces mesures nous ne nous servions que de vases en pyrex. En 
outre, nous tenions compte, pour cel ajustage avant chauffage prolongé, de 
la trés légére acidification que celui-ci déterminait; de nombreux essais nous 
avaient dailleurs permis d’établir que dans les conditions de milieu, de réac- 
lion et de stérilisation o& nous opérions cette correction n’etait en moyenne 
que de 0,05, c’est-4-dire que nous ajustions par exemple 4 pH = 6,75 pour 
obtenir 6,7 aprés trois chauffages d’une heure et demie a 100°. 


INFLUENCE DU MODE ET DE LA TEMPHRATURE DE STERILISATION DU 
MILIEU DE cuLTURE. — Nous avons constaté que la lempérature 
de stérilisation des milieux avait une grande influence sur la 
formation de la toxine tétanique. En comparant des échan- 
tillons d'un méme milieu chauffés 4 120° pendant dix minutes, 
a 145° un quart d’heure, 4 110° durant vingt minutes ou a 100° 
trois jours de suite pendant une heure, nous avons trouvé, en 
effet, que la plus forle toxine était obtenue avec le bouillon 
stérilisé & 100°. Pendant longtemps nous nous sommes 
cont-ntés de chauffer nos milieux & cette température durant 
une heure trois jours consécutifs; mais, quaad nous avons 
entrepris l’élude des milieux au tapioca, nous nous sommes 
rendu compte que la stérilisation dans ces conditions était 
insuffisante. Comme nous ne voulions pas dépasser 100’, nous 
avons simplement augmenté la durée du chauffage que nous 
avons portée & une heure et demie, la méme opération étant 
répétée trois fois 4 vingt-quatre heures d'intervalle. C’est cette 
stérilisation de quatre heures et demie 4 100° que nous avons 
définitivement adoptée pour la suite de nos expériences; elle a 
toujours été suffisante et nous a donné, au point de vue toxine, 
des résultals aussi satisfaisants que le chauffage a 100° pen- 
dant trois heures. 

Il est bon de noler, en passant, que l’influence nuisible des 
températures plus élevées sur les propriélés du bouillon 
peptoné se manifeste d’autant plus que ce milieu est plus: 
alcalin; & pl 7,8, par exemple, l’élimination d’ammoniaque, 
de bases alcalino-lerreuses et de phosphates est, de méme que 
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beaucoup d’autres modifications, infiniment plus importante 
qu’a pH = 6,8. | 

L’équilibre physico-chimique d’un milieu nettement alcalin 
étant donc plus profondément troublé par le chauffage que 
celui d’un milieu érés faiblement acide, il n'est pas étonnant 
que les milieux 4 pH = 6,7 chauffés seulement & 100° se soient 
montrés les meilleurs. Contrairement & ce qu’on pourrait 
croire, nous n’avons pas trouvé avantage & stériliser le bouillon 
par filtration sur bongie ou a introduire dans le milieu sté- 
rilisé & 100° une certaine proportion de macération concentrée 
de viande, filtrée sur bougie aprés ajustage & pH —6,7. 


INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE ET DU MODE D’ENSEMENCE- 
MENT. — Comme vases de culture, nous ayons surtout utilisé 
des tubes de verre vert ou de pyrex, mesurant en moyenne 
15 8416 millimétres de diamétre intérieur sur 32 centimétres 
de longueur, dans lesque]s nous introduisions 30 cent. cubes de 
bouillon qui y occupaient une hauteur d’environ 48 centi- 
métres. Nous avons également employé des ballons en verre 
vert, a fond rond et trés long col; les uns contenaient 160 cent. 
cubes remplis jusqu’a 2 centimétres au-dessus de la naissance 
du col, les autres 300 cent. cubes, 

Dans toutes nos expériences le milieu était ensemencé au 

- plus tard trois jours aprés sa stérilisation, aprés, avoir été 

- régénéré par un chauffage d'un quart d’heure dans l'eau 
bouillante et dés que la température était redescendue 
vers 45°(1). | 

Au début de nos recherches, nous avons perdu plusieurs 
expériences pour avoir voulu ensemencer directement nos 
milieux avec de vieilles cultures en bouillon de notre meilleure 

-souche, pourtant trés riche en spores. Des ensemencements 
eiffectués avec des cultures de vingt-quatre heures, obtenues 
aprés uleux ou trois passages consécutifs dans le méme milieu, 
nous O}j. donné d’aussi mauvais résultats; par contre, toujours 
avec ‘ta méme souche, nous avons eu de bonnes. toxines en 
ensennencant le bouillon avec une culture en gélose profonde. 
Mais,, comme il s’agissait d’essais comparatifs et qu'il était 


(1) Il est A peine besoin de dire que nous controélions toujours la pureté 
de nos souches et de nos cultures, ainsi que la stérilité de nos milieux. 


8 


100 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


indispensable de partir de cultures liquides pour ensemencer, 
de la méme facon, tous les tubes d’une méme série, nous 
avons adopté la technique suivante : 4 partir d'une culture 
ancienne en gélose ou sur bouillon, nous pratiquions deux 
passages en gélose profonde & quarante-huit heures d’inter- 
valle, avec le dernier de ces passages, nous ensemencions. 
abondamment un tube de bouillon et, le lendemain, avec la 
culture ainsi obtenue, nous ensemencions largement la quan- 
tité de milieu nécessaire pour ensemencer aprés vingt-quatre 
heures tous les tubes ou ballons de la méme série. Bien 
entendu, les deux cultures & partir de la gélose étaient réa- 
lisées avec le méme bouillon que celui de toute l’expérience. 
L’incubation de toutes nos cultures a été effectuée & 37° dans 
une grande chambre-étuve dont la porte était tres souvent 
ouverte et fermée pendant la journée. 

Enfin, avec le bouillon peptoné préparé dans les conditions. 
que nous venons d’exposer, mais stérilisé sous une couche de 
2 centimétres d’huile de vaseline, nous avons, a plusieurs. 
reprises, obtenu une toxicité identique a celle de cultures. 
témoins dans lesquelles le milieu se trouvait directement au 
contact de l’air. Ainsi que l’un de nous l’a maintes fois constaté, 
en éludiant l’influence des pyruvates alcalins avec le dévelop- 
pement des germes anaérobies, il est vraisemblable que l'emploi 
de l’huile de vaseline, si souvent recommandé, n’est utile A la 
production d’une bonne toxine que dans le cas ou les propriétés. 
physico-chimiques et la composition du milieu ne sont pas. 
exactement celles qui conviennent le mieux au développement 
du Bacille tétanique et 4 la manifestation de son pouvoir 


toxigéne. 


INFLUENCE DU TEMPS ET RESULTATS DES ESSAIS AVEC LE ROUILLON 
PEPTONE sIMPLE. — Les données que nous venons d’exposer 
nous étaient absolument nécessaires pour aborder avec quelques 
chances de succés la recherche de facteurs chimiques ou phy- 
sico-chimiques capables de favoriser la production de toxine 
par Je Bacille tétanique, ainsi que la transformation spontanée- 
de celle-ci en anatoxine. 

Nous les avons mises 4 profit, dés que la premiére partie de 
nos expériences fut terminée, pour établir la valeur moyenne 
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de la toxine qu'il était possible d’obtenir, d’une manidre 
constante, en cultivant notre meilleure souche de Bacille téta- 
nique dans les conditions que nous venons de préciser, en 
bouillon peptoné simple. Ces essais nous ont permis de déter- 
miner en méme temps l’inflaence de la durée d’incubation a 
37° sur l’évolution de la toxicité des cultures. 

Dans 22 séries d’expériences, pour lesquelles le milieu 
témoin fut toujours constitué par du bouillon peptoné préparé 
avec les précautions dont nous avions reconnu I’utilité, le taux 
moyen de la toxicité pour le cobaye fut de 1/5.000 decentimétre 
cube. Ce chiffre est d’ailleurs celui que nous avons obtenu le plus 
constamment avec des cullures maintenues quinze jours & 37°. 

Au début, pour accélérer nos recherches, nous avions voulu 
employer des cultures plus Jeunes, mais nous n’avons pas tardé 
& nous rendre compte qu’il y avait intérét a ne pas filtrer sur 
bougie avant le douziéme jour et, qu’au dela de trois semaines, 
x 37°, la toxicilé commencait a s’atténuer. Cet abaissement 
s'accusait plus nettement & partir du trenliéme jour, alors que 
la valeur antigéne continuait 4 s’élever sensiblement pendant 
environ cinquante jours, puis plus lentement pendant au moins 
trois autres mois. Le pH des cultures en bouillon peptoné 
simple passait de 6,7 & 8 environ aprés cinquante jours’ pour 
atteindre en moyenne 8,3 & 8,5 dans les mois suivants. 

Ajoutons, enfin, que toutes nos cultures ont été filtrées de 
dedans en dehors, & l’aide de Pappareil de Louis Martin, sur 
des bougies Chamberland L,. Dans les expériences d’indication 
nous nous servions indifféremment de bougies neuves ou régé- 
nérées au plus deux fois, mais toujours vérifiées et soigneuse- 
ment débarrassées de toute trace d’acide ou d’alcali; par contre, 
pour tous les essais définitifs ou expériences de confirmation, 
nous n’avons jamais ulilisé que des bougies neuves, lavées 4 
Yeau distillée, puis séchées et stérilisées au four & flamber. 

Nous ne nous étendrons pas davantage sur les résultats de 
eelte premiére partie de nos recherches, car nous aurons & y 
revenir & la fin de ce mémoire, notamment en commentant 
les courbes qui résumeront l’essentiel des faits que nous avons 
pu mettre en évidence. Dans les pages suivantes, nous allons 
exposer ce que nous avons observé en étudiant les facteurs 
capables d’augmenter la valeur des toxines. 
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Etude des facteurs qui augmentent la valeur antigéne 
et la toxicité des cultures tétaniques. 


Il est incontestable que la valeur moyenne de la toxine, 
obtenue en tenant compte des observations que nous avions pu 
faire durant les premiers mois de nos recherches, restait assez 
basse;. mais elle représentait quand méme, pour nous, un 
résultat intéressant, car elle était sensiblement le double du 
taux moyen que nous obtenions avant de nous étre rendu 
compte de l'utilité des précautions que nous venons d’indiquer. 

Dans nos expériences successives nous avons veillé & ce que 
les conditions fussent toujours aussi semblables que possible; 
mais il ne faut pas oublier que, chaque fois, la composition de 
la macération de viande intervenait comme facteur variable. 
C’est certainement & son influence qu'il faut attribuer les irré- 
gularités que nous ne savions pas encore éviter et qui se tra- 
duisaient soit par un léger abaissement de la toxicité moyenne 
ou, plus souvent, par une élévation assez considérable du taux 
de la toxine (1/10.000 et méme 1/12.000). 

En effet, la viande dont nous nous servions nous était vendue 
comme arrivée de l’abaltoir le matin méme du jour ot nous la 
mettions & macérer vers quinze heures. Mais, en admeltant que 
ce fit vrai, état de conservalion de celte viande variait consi- 
dérablement avec le temps écoulé depuis l’abatage, son degré 
de souillure, les propriétés biochimiques des germes qu’elle 
contenait, la température ambiante, etc... La glaciére, out 
s'elfectuait la macération dans de l’eau prise 4 la température 
du laboratoire, étail souvent ouverte sans précaution, l’équi- 
libre des températures étaitlong 4 s’y élablir; en un mot beau- 
coup de facteurs intervenaient pour faire varier le pH du 
milieu, la nature et la proportion des composés minéraux, des 
produits Vautolyse et de désintégration microbienne que le 
tissu musculaire abandonnait & l’eau dans laquelle il baignait 
pendant dix-huit heures. Dans certains cas. la. macération 
devait renfermer une plus forte proportion d’azote aminé ou 
ammoniacal; dans d'autres, au contraire, une quantité anor- 
male d’acides de fermentation s’y était développée aux dépens 
des glucides, et il en résultait, aprés addition de carbonate 
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alcalin pour amener & pH —6,7 une teneur assez élevée en 
sels susceptibles de jouer ultérieurement le réle de tampons. 
Abt et Loiseau, dans leurs intéressantes recherches sur la for- 
mation de la toxine diphtérique, ont d’ailleurs indiqué l'impor- 
tance de ce facteur (1). 

La faible toxicité de certaines cultures réalisées dans des 
milieux riches en substances azotées trés dégradées et, d’autre 
part, le fort pouvoir toxique des cultures ou la concentration 
en ions H s’élait maintenue assez élevée (2), par suite de la 
présence d’acides organiques, de sels acides ou d’un excés de 
glucose, nous ont éclairés, dans une certaine mesure, sur l’ori- 
gine des résultats aberrants que nous avions notés au cours de 
nos essais. Kn réfléchissant davantage a ces coincidences nous 
avons été amenés & examiner de plus prés le rédle des tampons 
et des substances capables d’influencer la réaction du milieu 
au cours du développement du Bacille tétanique et de la forma- 
tion de sa toxine. On verra plus loin que nous n’avons pas eu a 
regretter d’engager nos recherches dans cette direction. 

Certes une autre hypothése se présentait pour expliquer les 
variations de toxicité provenant indiscutablement de modifica- 
tions dans la composition de la macération de viande et nous 
y avons déja fait allusion en exposant les résultats de nos 
premiers essais. Elle a trait & la présence possible dans la 
viande d’éléments catalyseurs ou de composés organiques 
indispensables a la formation de la toxine, les milieux riches 
en de telles substances pouvant seuls donner des cultures trés 
toxiques. La richesse ou la pauvreté du bouillon en ces élé- 
ments résulterait de la proportion particuliérement élevée ou 
faible dans laquelle ils se trouveraient dans la viande. Pour une 
méme teneur de celle-ci, la réaction trop alealine ou trop acide 
du milieu, son .chauffage 4 trop haute température, et bien 
d’autres facteurs encore, pourraient donc intervenir en détrui- 
sant tout ou partie de ces substances ou en éliminant par 
précipitation ces catalyseurs minéraux nécessaires. 

Bien que nous ayons déja entrepris 4 ce sujet de nombreux 

(1) Avr et Lorszav, Réaction du milieu et production de la toxine diphté- 
rique. Ces Annales, 36, 1922, p. 535. — Sur les facteurs des variations de pH 
dans les cultures de bacille diphtérique. Ces Annales, 39, 1925, p.114. 


(2) Il n’est peut-étre pas inutile de rappeler que plus un milieu est acide, 
plus sa concentration en ions H est élevée et plus son pH est bas. 
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essais nous ne savons pas encore si celte hypothése doil etre 
adoptée. Nous ne pouvons en effet tenir compte des faits que 
nous avons observés jusqu’ici, car nous ne savions pas dans 
quelle mesure les variations de la concentration en ions H des 
cultures étaient capables d’influencer l’apparition de la toxi- 
cité. Dés que nous avons eu a cet égard des renseignemen!s 
suffisants nous avons entrepris de nouvelles recherches dont 
les résultats seront rapportés ultérieurement. 

Pourle moment nous nous bornerons 4 exposer ce que nous 
avons pu constater en additionnant le bouillon peptoné simple 
de substances qui nous paraissaient susceptibles de favoriser 
directement ou indirectement la production de toxine par le B. 
tétanique ou la transformation de celle-ci en anatoxine. 

Nous avons essayé un grand nombre de substances, les unes 
choisies pour des raisons théoriques, les autres empirique- 
ment. Nous allons en donner la liste compléte en imprimant 
en italiques le nom de toutes celles qui nous ont fourni le 
résultat que nous cherchions ou tout au moins lindication 
d’un effet intéressant. 


Substances étudiées. — (Toutes celles qui sont modifiables par la chaleur 
ont été ajoutées aseptiquement au bouillon peptoné, sous forme de solu- 
tions concentrées stérilisées par filtration sur bougie Chamberland L,). 

Composés phosphorés : PO*K?H, PO‘*Na*H, PO*KH?, PO*NaH? — Glycéro- 
phosphate de Na «8 — Inosito-hexaphosphate de Na (Phytine sodique) — 
Hypophosphite de Na. 

Composés sulfurés : Sulfite neutre de Na — Hyposulfite de Na — Cystine. 

Composés azotés: 1. Minéraux : NO*K — NH‘Cl; ll. Organiques. Acides 
aminés : Tryptophane. Tyrosine. Arginine. Histidine. Dioxyphénylalanine. 

Bases: Asparagine. Créatine, Imidazoléthylamine. — p. oxyphény]-éthyl 
amine. Adrénaline. Héxaméthyléne-tétramine. 

Protides : Gélatine, ovalbumine, sérum de cheval. 

Glucides : Glucose, Lévulose, Saccharose. — Dextrine. Glycogéne. 

Sels divers : SO*K? — SO*Mg. Lactate de Na, Succinate de Na. Citrates de 
Na (mélange pH=6,6). — Pyruvate de Na et acide pyruvique. 

Substances diverses : Jaune dceuf (sous forme de milieu de Besredka). 
Extrait. de malt. Extrait de touraillons (Maltopeptone). Macération aqueuse 
de viande maigre de veau aa (filtrée sur bougie aprés centrifugation). Sérum 
antitétaniques fort et faible ; sérum antidiphtérique. 

Amidons et substances amylacées : Fécules de pomme de terre, d’arrow-root 
et de manioc. — Tapiocas de manioc et d’arrow-root. Farines de blé, de riz, 
d’orge, de mais et de féve des marais. Semoule de blé. Riz désazoté Boidin. 

Eléments catalyseurs : Fe, Mn, Pb, Cu, Ni, Co, Zn, Sn, B, Al, Ca, Mg, Li, 
Cs, Rb, Gl, Th, U, KI. (Pour des raisons indiquées plus haut l'étude de ces 
divers éléments n’est pas achevée.) 


SUR LES TOXINES ET LEURS DERIVES 105 


Parmi les données que nous avons recueillies en étudiant 
Vinfluence de ces diverses substances nous allons maintenant 
développer celles qui nous semblent plus particulitrement 
mériter d’étre retenues en raison de leur intérét théorique ou 
pratique et celles qui nous paraissent justifier de plus amples” 
recherches. 


INFLUENCE DU GLUCcosE. — L’influence favorisante du glucose 
est bien connue et nous n’avons pas trouvé d’avantage a le rem- 
placer par un aulre glucide soluble. Nous avons surtout 
cherché 4 délerminer la dose qui donnait les meilleurs résultats ; 
aprés avoir essayé & maintes reprises des proportions de 2, 5, 
10 et 60 p. 1.000 nous avons adopté la dose de 5 grammies par 
litre. Aprés quelques essais, qui nous ont. montré l’action nui- 
sible des produits qui se forment & chaud par l’influence des 
constituants du bouillon peptoné sur le glucose, nous avons 
toujours introduit ce sucre aseptiquement, dans le bouillon 
_stérile, sous forme d’une solution aqueuse concentrée a 
66 p. 100, stérilisée vingt minutes a 115° (40 grammes de 
glucose amenés & 15 cent. cubes). 

En réalité, comme nous avons opéré presque toujours avec 
30, 150 ou 300 cent. cubes de bouillon, il s’est trouvé que pour 
la commodité des mesures, nous avons le plus souvent ajouté 
au bouillon 5 gr. 5 de glucose pour 1.000; mais nous n’avons 
pas dépassé cette dose dans les essais entrepris apres les expé- 
riences d’orientation et nous ne sommes plus descendus au- 
dessous de 5 p. 1.000. 

Dans ces conditions, par rapport aux cultures témoins en 
bouillon simple, nous avons obtenu une augmentation de 
toxicité denviron 75 & 150 p. 100. Le glucose intervient vrai- 
semblablement comme aliment favorisant le développement 
du Bacille tétanique, comme composé réducteur aidant & 
Vanaérobiose et, enfin, en tant que source d’acides retardant 
Valcalinisation du milieu. 


INFLUENCE DES PHOSPHATES. — Les phosphates ont compté 
parmi les premiéres substances que nous ayons jugé utile 
d’ajouter au bouillon peptoné simple. Une assez forte propor- 
tion d’entre eux est éliminée du milieu 4 |’état insoluble par 
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la neutralisation et la stérilisation, puis, par la formation 
d’ammoniaque au cours du développement microbien. II était 
done indiqué d’en introduire un excés dans le bouillon afin 
quils puissent jouer strement leur réle d’aliment minéral 
essentiel et celui de régularisateur de la réaction par effet- 
tampon. 

Au début de nos recherches nous avons d’abord examiné 
sous quelle forme l’acide phosphorique influengait le plus favo- 
rablement la multiplication du Bacille tétanique et la formation 
de toxine. Employés & un taux voisin de 2 p. 1.000, c’est-a-dire 
avec un grand exces qui nous évitait d’avoir & calculer les 
doses équivalentes en PO‘H?®, le phosphate disodique, le glycéro- 
phosphate de sodium et le sel sodique de l’éther hexaphospho- 
rique de l’inosite {phytine sodique) (1) nous ont donné des 
résultats pratiquement peu différents; aussi nous sommes-nous. 
attachés 4 l'étude des phosphates alcalins. 

Nous avons rejeté d’emblée les phosphates tribasiques, qui, 
mémeaA tres faible dose, alcalinisaient trop les milieux. Comme 
nous avions remarqué l’heureuse influence d’une certaine 
acidité de départ, nous avons, aprés quelques essais, également 
abandonné les phosphates bibasiques. Des deux phosphates 
monobasiques de K ou de Na, le premier est le plus facile & 
purifier par recristallisations et, par conséquent, & obtenir de 
composition bien constante; aussi est-ce lui que nous avons 
adopté pour la suite de nos expériences. 

Nous avons eu l'occasion de comparer au phosphate mono- 
potassique PO‘KH? le phosphate monosodique PO*NaH?,H?0, 
en tenant compte bien entendu de la teneur en eau de celui-ci 
et de la différence des poids moléculaires. Nous avons constaté 
qu’ils donnaient sensiblement les mémes résultats. Il semble 
bien que dans l’action favorisante du phosphate acide de potas- 
sium les propriétés de lion K wm interviennent pas d'une 
maniére particuliére. 

Au début de nos essais nous n’ajoutions que de trés petites 


(1) Ainsi que l'un de nous !’a montré, la phytine favorise mieux que les 
phosphates et les glycérophosphates le développement et l’activité biochi- 
miques des levures et des végétaux inférieurs. ALsrat Bertnetor, Sur l'emploi 
de la phytine comme source de phosphore pour les végétaux inférieurs. 
C. R. de la Société de Biologie, 1907, 63, p. 192. 
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doses de PO‘KH? & nos milieux par crainte de trop les acidifier; 
mais, ayant constaté une action nettement favorable a la for- 
mation de la toxine, nous avons augmenté peu a peu la propor- 
tion de phosphate jusqu’a 3,4 p. 1.000. L’accroissement de la 
toxicité s’étant accusé encore davantage, nous avons essayé 
successivement des doses de 5,1 p. 1.000, puis de 6,8, 8,3, 
10,2, 11,4, 15 et enfin de 20 grammes par litre. Nous avons 
alors observé qu'il fallait atteindre et méme dépasser 
15 grammes de PO*KH? par litre pour voir s’atténuer la for- 
mation de toxine; c’est-a-dire que dans une expérience ot le 
bouillon peptoné simple, & pH de départ = 6,8, permettait 
d’obtenir une toxine qui tuait le cobaye a la dose de 1/6.000, le 
méme bouillon, additionné aseptiquement, pour 30 cent. cubes, 
de 1 c. c: 8 dune solution titrée & 25 p. 100 de PO‘KH?, soit 
15 grammes de ce sel par litre, nous a donné une toxine dont 
1 cent. cube renfermail 15.000 doses mortelles pour le cobaye. 
Par suite de cette addition, le pH de départ du bouillon, qui ren- 
fermait 15 grammes de peptone par litre et une certaine quantité 
de sels alcalins d’acides faibles, s’était abaissé&a pH —5,2. Il en 
était résulté une modification profonde dans le mode de déve- 
loppement du Bacille télanique qui s’était déposé en fins gru- 
meaux sur la paroi du tube légérement incliné, en laissant le 
milieu presque clair, tandis que la culture témoin élait unifor- 
mément troublée. L’influence favorisante du phosphate acide 
était donc manifeste, et cela par son acidité et son effet-tampon 
puisque la quantité d’acide phosphorique utilisée comme 
aliment est trés faible. A ce propos, il est bon de noter qu’au 
moment de la filtration, aprés dix jours d’incubation 4 37°, la 
valeur antigéne correspondait exactement 4 la toxicilé. 

Dans les essais que nous venons de relater nous avons tou- 
jours introduit aseptiquement le phosphate acide dans le 
bouillon stérile; nos tubes de cultures renfermaient tous un 
volume exactement mesuré de bouillon auquel nous ajoutions, 
immédiatement avant de le régénérer, 4 l'aide de pipettes 
‘ stériles, en pyrex ou en verre vert, la quantité nécessaire de 
PO‘KH:? sous forme d’une solution & 25 p. 100 préalablement 
stérilisée & 115° pendant vingt minutes, Aprés avoir déterminé 
la dose Ja plus favorable, nous avons essayé de simplifier cette 
technique et d’ajouler le phosphate solide au bouillon avant 
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stérilisation; les résultats obtenus ont été sensiblement infé- 
rieurs & ceux donnés par des témoins dans lesquels le phosphate 
avait été introduit aseptiquement dans le bouillon stérile. 

De nouvelles expériences nous ont montré que le taux 
optimum de PO‘KH? ajouté avant stérilisation était inférieur 
de 1/8 environ & celui des milieux dans lesquels le méme sel 
était introduit aprés chauffage; mais, malgré cette correction, 
la toxicité était toujours notablement plus faible dans le pre- 
mier cas que dans le second. [1 n’est pas surprenant d’ailleurs 
que pendant quatre heures et demie de chauffage & 100° des 
modifications profondes se produisent dans un bouillon addi- 
tionné de peptone pepsique, sous l’influence de l’acidité résul- 
tant de la présence de PO*KH?, acidité qui est, comme nous 
’avons dit, voisine de pH =5,2. 


INFLUENCE DE L’ACIDE PYRUVIQUE A L’BTAT DE PYRUVATE DE SODIUM. 
— Le pyruvate de sodium favorise considérablement l’anaéro- 
biose au point qu il suffit d’ajouter une minime quantité de 
sel aux milieux liquides usuels pour y rendre possible le 
développement en tubes ouverts des bactéries strictement 
anaérobies (1). Le bacille télanique étant par lui-méme une des 
espéces faciles & cultiver dans du bouillon dont la surface est 
au libre contact de l’air, pourvu que la hauteur de la couche 
liquide soit suffisante, il était aisé de prévoir que |’addition au 
milieu de trés faibles doses de pyruvate de sodium faciliterait 
particuliérement la culture de ce germe. Ainsi que G. Loiseau 
l’a établi avec l’un de nous, cette action favorable ne se mani- 
feste pas seulement sur le développement microbien, mais 
aussi sur Ja formation de la toxine tétanique (2). Bien que les 
premiers essais sur ce point aient été poursuivis dans des 
conditions chimiques et physico-chimiques de milieu tout & 
fait différentes de celles qui ont dominé les expériences que 
nous rapportons ici, l’influence du pyruvate est toujours restée 
qualitativement la méme : développement microbien plus abon- 


(1) A. BertueLot, Recherches sur l’acide pyruvique considéré comme facteur 
d’anaérobiose. C. R. Ac. Sciences, 25 juin 1923. 

A. BertagLot, Recherches biochimiques sur I’acide pyruvique. Bull. Soc. 
Chimie biologique, 6, avril 1924, p. 326-335. 

(2) A. Bertnetot et G. Loisgau, Influence du pyruvate de sodium sur la for- 
mation de la toxine télanique. Bull. Soc. Chimie biologique, avril 1924, p. 340. 
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dant et beaucoup plus rapide, élévation de la toxicité des 
cullures. Quantitativement, Vaction favorisante du pyruvate 
variait avec l’origine du germe essayé, la composition et la 
réaclion du bouillon peptoné, la présence d'autres substances 
favorisantes, de tampons, etc.; bien entendu la dose de pyru- 
vate donnant les meilleurs résultats variait également avec la 
composition et le pH des milieux. Quoi qu'il en soit, nous avons 
étudié le pyruvate de sodium de la méme maniére que le glu- 
cose et le phosphate monopotassique. Nous en préparions d 
froid une solution & 25 p. 100 dans l'eau distillée que nous 
stérilisions par filtration sur bougie Chamberland L,; c'est 
cette solution que nous introduisions aseptiquement dans le 
milieu avec lequel nous expérimentions. Au début nous ajou- 
tions au bouillon peptoné 20 p. 1.000 de pyruvate sodique, 
mais trés rapidement nous avons diminué cette dose a 
10 p. 1.000, 7,1 p. 1.000, 5 p. 1.000, puis 4 gr. 16 par litre, ce 
qui correspondait a 0c.c.5 de solution 825 p. 100 pour 30 cent. 
cubes de milieu. C’est cette quantité que nous avons dés lors 
employée quand le pyruvate intervenait comme seul agent 
favorisant, mais comme nous le verrons plus loin, c’est avec un 
chiffre plus faible que nous avons obtenu les meilleurs résultats 
quand nous ajoutions également au milieu du glucose et du 
phosphate acide de potassium. 

L’un de nous a longuement insisté sur les précautions 
qu impose l’usage des pyruvates en bactériologie (1), nous n’y 
reviendrons pas ici; toutefois nous ferons remarquer que pour 
le Bacille tétanique il y a un intérét particulier & n’employer 
qu'une solution mére trés légérement acide pH = 6,2 a 6,5. 
Quand un ajustage, 4 ce chiffre, d’une telle solution concentrée, 
est nécessaire, il doit élre effectué avec de l’acide pyruvique en 
solution au dixiéme ou au vingtiéme (2). 


INFLUENCE DE DIVERSES SUBSTANCES MINHRALES OU ORGANIQUES. 
— Ainsi que nous l’avons déja indiqué nous avons examiné 


(1) A. Berraeior. Bull. de la Soc. de Chimie biologique 1924, loc. cit. et surtout 
A. Caumetre, Niere et Boguet, Manuel technique de Microbiologie. Deuxiéme 
édition, 1926, p. 71. 

(2) Nemployer que de l’acide pyruvique parfaitement pur et de prépara- 
tion récente. I] ne doit présenter qu’une teinte jaune a peine perceptible. 
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un grand nombre de corps en vue de rechercher s’ils étaient 
capables de favoriser la formation de toxine. Quelques-uns seu- 
lement que nous venons de passer en revue nous ont donné 
des résultats susceptibles d’applications pratiques. Quant aux 
autres, les uns se sont montrés activants, certains empéchants, 
d’autres enfin dépourvus d'action sur la fonction toxigéne du 
Bacille tétanique. Nous ne développerons pas ici, pour chacun 
d’eux, les faits que nous avons pu observer et nous nous von- 
tenterons de signaler quelques particularités plus spécialement 
intéressantes. D’ailleurs, dans des recherches en cours, nous. 
tirons parti des uns et des autres. 

Parmi les amines biologiques que nous avons étudiées, nous 
pouvons citer, par exemple, l’adrénaline et la p. oxyphényl- 
éthylamine (tyramine). Dans un milieu acide (yH de départ 
= 5,5), en présence de tampons et aux doses respectives de 
0,66 et de 4 pour 1.000, elles nous ont permis d’obtenir, en 
trois semaines, des filtrats dont la toxicilé n’était que de 
1/7.500 de cent. cube environ, mais d'une valeur antigéne 
supérieure d’au moins un tiers & celle des témoins et corres- 
pondant & une toxine non modifiée tuant le cobaye au 1/15.000 
de cent. cube pour la premiére et au 1/417.500 pour la 
seconde (1). En ce qui concerne l’adrénaline, ce fait est particu- 
liérement intéressant en raison de l’action neutralisante de 
cette base sur la toxine tétanique, action quia été si bien mise 
en évidence par les importants travaux de A. Marie (2). 

Au nombre des sels que nous avons essayés le sulfate de 
magnésium a retenu particuliérement notre attention. En effet, 
l'un de nous avait constaté au cours de recherches sur le Pro- 
teus vulgaris que l’addition, simultanée, a l’eau peptonée, d’un 
excés de SO‘Mg et de PO‘Na*H permettait d’obtenir des cul- 
tures dans lesquelles l’ammoniaque se précipitait, 4 mesure 
de sa formation, sous forme de phosphate ammoniaco-magné- 
sien, beaucoup plus abondamment que dans des {émoins 
auxquels il n’avait ajouté ni phosphate sodique, ni sulfate de 
magnésium. Nous avons appliqué cette donnée au Bacille téta- 

(1) Bien entendu, pour introduire ces deux bases & l'état de phosphates 
dans nos cultures, nous avions pris toutes les précaulions qu’imposaient 
leurs propriété chimiques. 


(2) A. Mane, Glandes surrénales et toxi-infections. Ces Annales, 27, 1913, 
p. 294 et 32, 1918, p. 97. 
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nique et, dans trois essais, ot le bouillon peptoné (pH = 6,8) 
avait été additionné de sulfate de magnésium et de phosphate 
monopvtassique, nous avons obtenu une toxine dont le pH était 
de 6,5 46,8 alors que celui des filtrats provenant de cultures 
contenant la méme dose de PO‘KH?, mais dans lesquelles on 
n’avait pas introduit de SO‘Mg, atteignait 7,8. La présence 
dune quantité notable de sel magnésien et la précipitation 
d'une forte proportion d’ammoniaque n’avaient d’ailleurs ni 
augmenté, ni diminué la valeur antigéne des toxines. Toutefois 
cette méthode de régulation du pH des cultures de certaines 
bactéries, sous l’influence d’un excés de sulfate de magnésium 
et de phosphates alcalins, nous a paru mériter d’étre étudiée 
quantitativement ; l’un de nous indiquera dans une autre publi- 
cation les résultats ainsi obtenus. A ce propos, il est bon de 
noler que les cultures tétaniques additionnées de SU‘Mg et 
PO‘KH? contenaient, au bout de huit jours, un abondant dépét 
de gros cristaux de phosphate ammoniaco-magnésien tandis 
que les témoins renfermant seulement PO‘KH? ne présentaient 
que de rares éléments cristallins. 

Enfin, nous devons signaler que les faits si intéressants 
récemment publiés par M. Nicolle et E. Césari (4) nous ont 
suggéré d’étudier, au point de vue de la formation de toxine, 
Vinfluence favorisante du sérum antitétanique. Dans ce but 
nous avons ajouté, tant6t un dixiéme de cent. cube de sérum 
anlitétanique fort, tantét 2 ou 4 cent. cubes de sérum faible, 
a 30 cent. cubes de bouillon peptoné simple. Avec les milieux 
ainsi modifiés nous avons obtenu, dans le premier cas, des 
cultures tétaniques assez abondantes, mais dont la valeur 
était inférieure d’un quart a celle des témoins. Par contre, avec 
le sérum faible nous avons noté un développement plus rapide 
et trés abondant pour les deux dilutions, en méme temps 
qu’apparaissait une valeur d’un cinquiéme plus élevée: que 
celle du témoin avec l’addition de 2 cent. cubes de séruin, et 
supérieure d'un tiers avec 4 cent. cubes. En ajoutant a 30 cent. 
cubes de bouillon peptoné 4 cent. cubes de sérum antidiphté- 
rique le développement des cultures a été aussi bon qu’avec le 


(1) M. Nicotre et E. Césari, Influence des immun-sérums spécifiques sur 
la culture des microbes pathogénes. Ces Annales, 40, 1926, p. 43. 
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sérum antitétanique faible, mais la valeur de la toxine a été 
abaissée d’un huitiéme. 


INFLUENCE DE DIVERSES SUBSTANCES AMYLACéES. — De nombreux 
auteurs, et notamment l'un de nous au cours de ses recherches 
sur la flore intestinale, ont employé des milieux de consistance 
plus ou moins pateuse, pour accroitre la virulence ou la fonc- 
tion toxigéne des especes anaérobies ; mais ces milieux, dont la 
bouillie de viande est le plus usité, présentent, en ce qui con- 
cerne la production des toxines, de sérieux inconvénients que 
nous avons cherché a éviter en nous servant, comme seuls 
éléments épaississants, de matiéres amylacées aisément trans- 
formables en produits solubles dépourvus d’action directe sur 
les toxines. 

A la suite de faits observés par l’un de nous relativement a 
Yimmunisation des animaux (1) nous avons été amenés & étu- 
dier plus particuliérement les milieux au tapioca et & constater 
les avantages inconlestables qu’ils présentent pour certaines 
applications (2). Nous les préparions en incorporant du 
tapioca pur manioc (3) 4 du bouillon peptoné, dans une pro- 
portion variant entre 20 et 120 grammes par litre. Apres de 
nombreux essais nous avons constaté que, pour le Bacille 


tétanique, la dose de tapioca qui donnait les meilleurs résul tals 
était de 75 p. 1.000. 


Pour obtenir une gelée épaisse, biem homogeéne, on verse dans une casse- 
role émaillée, exclusivement consacrée a cet usage, un volume déterminé 
de bouillon peptoné ajusté a4 pH = 6,8 et l'on tare le tout. On porte le 
bouillon & l’ébullition et on y laisse tomber en pluie. en remuant sans cesse, 
le poids nécessaire de tapioca. Om continue a remuer la masse en maintenant 
une douce ébullition pendant un quart d’heure; on raméne au poids de la 
tare avec de l'eau distillée, on chauffe quelques minutes en remuant bien, 
de maniére 4 ce que la masse soit parfaitement homogéne et !’on répartit 
bouillant. Avant de boucher 4 l’ouate il faut prendre soin de nettoyer par- 
faitement, avec un chiffon mouillé, le cok des tubes et. ballons ot Von a 


(1) G. Ramon, Sur la production de I’antitoxine diphtérique. Soc. de Biologie, 
93, 1925, p. 506. ; 

(2) A. Bertaetor et G. Ramon, Sur l'emploi du tapioca dans les milieux de 
culture. C. R. Soc. de Biologie, 93, 1925, p. 896. 

(3) Nous avons essayé trois marques de tapiocas de manioc qui nous ont 
donné des résultats identiques, mais toutes les expériences rapportées dans 
le présent mémoire ont été effectuées avec un produit étiqueté « tapioca 
supérieur », marque Ch. Heudebert. 
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versé le milieu au tapioca. On stérilise alors trois jours de suite, @ 100°, 
pendant une heure et demie. Il ne faut pas dépasser cette température, mais 
la durée du chauffage doit étre proportionnée au volume des récipients ; celle 
que nous indiquons concerne des tubes ou ballons d’une contenance égale 
ou inférieure a 160 cent. cubes (4). 

Dans un tel milieu, de consistance assez ferme apres refroidissement, le 
B, tétanique ensemencé largement, en divers points, se développe remar- 
gquablement bien. Nous avons répété maintes fois nos expériences et tou- 
jours avec des résultats aussi satisfaisants. Pour étre en mesure de filtrer 
les cullures obtenues nous les additionnions, deux A quatre jours avant de 
les retirer de l’étuve, d'une petite quantité de salive humaine (0 c. c. 5 salive 
pure pour 10 cent. cubes de culture), Celle-ci avait été préalablement filtrée 
sur bougie L;, puis sur bougie L, aprés avoir été diluée avec de I|’eau dis- 
tillée (1/3 ou 1/4 de son volume). Plusieurs fois par jour nous agitions les 
tubes ou ballons, maintenus 4 379, de maniére 4 faciliter l'action de la ptya- 
line. Aprés quarante-huit A soixante-douze heures de contact la liquéfaction 
de la masse amylacée était suffisante pour permettre la filtration sur bougie 
Chamberland Ly. 

Quand on ajoute aseptiquement la liqueur diastasique aux cultures. il 
importe de la répartir en différents points de la masse, puis de dilacérer 
celle-ci avec la pipette afin de faire pénétrer un peu partout la solution 
liquéfiante. Nous avions choisi la salive, comme source de diastase amyloly- 
tique, parce que nous voulions éyviter le plus possible que celle-ci fat accom- 
pagnée d’enzymes susceptibles de modifier la toxine, ce qui est notamment 
le cas de Vamylase du mall. Nous avons dailleurs commencé I'étude com- 
parée, au point de vue qui nous occupe, de préparations diastasiques trés 
actives obtenues avec des mucédinées ou des bactéries saprophytes amylo- 
lytiques, car la salive est difficile a filtrer et cesse d’étre ulilisable sit6ét que 
le volume des cultures dépasse quelques centaines de centimétres cubes. 


Certes, la préparation et l’usage des milieux au tapioca 
exigent beaucoup de précautions, mais en ce qui concerne par- 
ticuliérement la formation de la toxine tétanique ils donnent 
d’excellents résultats, 4 condition toutefois de n’opérer qu’avec 
une teneur de 75 p. 1.000 en tapioca ou peu inférieure. C'est 
ainsi qu’avec des milieux renfermant 75 grammes de ce pro- 


(1) Cette remarque ne s’applique pas seulement 4 tous les milieux au 
tapioca, mais aux bouillies assez épaisses et notamment 4a celles de viande 
ou d’organes animaux. Dans ce dernier cas les contaminations par insuffi- 
sance de stérilisation risqueraient plus parliculiérement de fausser par 
excés le titrage des toxines tétaniques, car les tissus animaux, surtout dans 
certaines contrées, sont souvent infectés par les spores trés résistantes de 
germes capables de donner des toxines trés actives. La présence de celles-ci, 
4 coté dune faible toxicité d’origine tétanique. pourrait fort bien passer 
inapergue dans l’essai sur l’animal et méme dans la floculation avec un 
sérum obtenu a partir d’une toxine de cultures contaminées. A ce propos, 
on voit. donc Vintérét que présente, pour l’essai des toxines tétaniques 
d‘origine inconnue, la double détermination de la toxicité pour l’animal et de 
la valeur antigéne par floculation 4 l'aide d’un sérum provenant d’animaux 
immunisés avec une toxine tétanique bien authentique. 
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duit amylacé par litre de bouillon simple nous avons obtenu 
couramment, en dix-sept & vingt et un jours, des toxines tuant 
le cobaye & la dose de 1/20.000 de centimétre cube, alors que 
les cultures témoins en bouillon simple tuaient seulement au 
1/5.000. Dans Vensemble de nos essais, avec des teneurs en 
tapioca variant entre les limites que nous venons d’indiquer, 
la toxicité s'est élevée presque constamment. au triple ou au 
quadruple de celle des témoins en bouillon simple. Notons en 
passant que les bons résultats que nous rapportons n'ont été 
obtenus qu’avec du bouillon préparé exactement dans les 
conditions que nous avons déja précisées et avec des milieux 
ensemencés au plus tard deux ou trois jours aprés leur prépa- 
ration. 

Cette influence favorisante s’accuse encore si l’on ne consi- 
dére plus seulement la toxicité des filtrats, mais bien leur 
valeur antigéne. Un ballon de milieu a 75 p. 1.000 de tapioca, 
préparé avec du bouillon dont la valeur antigéne correspondait 
a celle d’une toxine fraiche tuant le cobaye au 1/5.000 de cen- 
timétre cube, nous a fourni deux mois aprés |l’ensemen- 
cement un filtrat dont le pouvoir toxique, par suite du vieillis- 
sement a 37°, s’était abaissé 4 1/3.000 de centimétre cube, mais 
dont la valeur antigéne correspondait 4 une toxine non modifiée 
tuant le cobaye au 1/45.000 de centimétre cube. Nous avons 
abandonné 4 l’étuve le reste de la culture liquétiée par la 
salive: quatre mois aprés la liquéfaction, soit six mois aprés 
lensemencement, la valeur antigéne du filtrat atteignait un 
titre équivalent & celui d’une toxine fraiche renfermant 
50.000 doses mortelles au centimétre cube. 

L’action favorable du tapioca sur la formation de la toxine 
tétanique est donc indiscutable, c’est grace a lui que nous 
avons obtenu le pouvoir antigéne le plus élevé que nous ayons 
atteint au cours de nos recherches. II est regrettable qu’on ne 
puisse utiliser qu’aprés liquéfaction les cullures tétaniques en 
milieux épais au tapioca, car cela diminue notablement 
Pintérét pratique des faits que nous avons observés, au moins 
en ce qui concerne la production de grands volumes de toxine. 

Le mécanisme par lequel le tapioca aide si puissamment & 
V’élaboration de la toxine tétanique el a la formation spontanée 
de l’anatoxine est trés complexe. Il se produit probablement une 


om 
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légére attaque de l’amidon, donnant des glucides solubles aux 
dépens desquels se forment des acides faibles qui maintiennent 
a un taux convenable le pH du milieu. En effet les filtrats de 
deux mois accusaient pH—8 pour les cultures (émoins en 
bouillon simple et pH=6,5 pour les cultures en milieu & 75 
p- 1.000 de tapioca. Il est possible que les éléments minéraux du 
grain d’amidon de manioc interviennent peu & peu d'une maniére 
favorable. La consistance pdteuse du milieu formé de grains 
de tapioca trés gonflés, pressés les uns contre les autres au 
sein d'un reste de liquide trés visqueux, est cause que les 
bacilles tétaniques ne peuvent se déposer au fond du tube ou 
du ballon, ils restent ot ils se sont développés et y élaborent de 
la toxine qui diffuse dans le milieu ou peut-étre méme est 
adsorbée par les grains d’empois, au fur et & mesure de sa for- 
mation. D’autre part cet état semi-solide du milieu est trés 
propice a |’anaérobiose. Entin la coexistence, dans le milieu, de 
deux facteurs — amidon et acidité — qui élévent la tension 
superficielle, crée des conditions qui doivent étre particuliére- 
ment favorables & la manifestation de l’activilé toxique des 
bacilles, car a l’inverse de cela, c’est précisément dans des 
milieux alcalins, non visqueux et ot la tension superficielle se 
trouvait encore abaissée par la présence de traces de certains 
composés, que nous avons obtenu les plus mauvais résultats 
de tous nos essais, soit comme toxicité, soit comme valeur 
antigéne équivalente. Nous conlinuons d’ailleurs a étudier 
celte influence de la tension superficielle et de la viscosité des 
milieux sur certaines propriélés des germes quiy sont cullivés; 
lun de nous, de méme que divers auteurs, a déji signalé 
intérét que présente ce sujet (1). 

Comme substance épaississante, nous avons étudié particu- 
liérement le tapioca de manioc; mais d’autres matiéres amy- 
lacées pourraient lui étre substituées & condition de mettre au 
point le mode d'emploi particulier & chacune d’elles (2). 
Quelques expériences d'orientation nous ont montré que, parmi 
ces substances, la fécule et le !apioca d’arrow-root sont parti- 
culiérement intéressants au point de vue qui nous occupe. II 


(1) A. Bertnevor. Bull. de la Soc. de Chimie biologique, 8, 1926, p. 893. 
(2) M. Headebert nous avait aimablement offert les nombreux échantillons 
qui étaient nécessaires 4 nos recherches. 
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en est de méme du riz désazoté par le procédé bactériologique 
de Boidin; mais, contrairement a notre attente, nous n’avons 
oblenu que de médiocres résultats avec la fécule de pomme de 
terre et diverses farines ou semoules de céréales employées 
couramment dans l’alimentation. 


EvoLutioN DES CULTURES DE BACILLE THTANIQUE SOUS L INFLUENCE 
D'UN MELANGE DE SUBSTANCES FAVORISANTES. — Apres avoir étudié 
séparément le glucose, le pyruvate de sodium et le phosphate 
mono-potassique nous avons tenté de les associer. Nous n’exa- 
minerons pas toutes les combinaisons de doses que nous avons 
essayées, car elles sont vraiment trop nombreuses. Certes on 
peut se contenter d’unir le glucose au pyravate ou au phos- 
phate, le pyruvate au phosphate et obtenirde meilleurs résultats 
qu’en faisant agir seul une de ces substances; mais, au point 
de vue de la constance et.de l’intensité de l’action favorisante, 
rien de ce que nous avons expérimenté ne vaut l'association a 
dose convenable de ces trois composés. 

Il nous ‘a d’abord fallu plusieurs mois de recherches pour 
établir, empiriquement bien entendu, les proportions les plus 
favorables de chacun des éléments activants; ensuite, nous les 
avons appliquées dans plus de vingt expériences quinous ont 
toutes confirmé les qualités du:mélange de glucose -+- pyru- 
vate de sodium ++ phosphate acide de potassium. 


Pour la commodité de nos essais nous avons utilisé les solutions con- 
centrées de chacun de ces composés dont nous avons précisé le mode de 
préparation dans leur étude séparée, c’est-a-dire solution de PO*KH* a 25 p. 100, 
solution de pyruvate de sodium a 25 p. 100 et solution de glucose a 
66,65 p. 100. Pour obtenir le maximum d’action favorisante nous ajoutionsia 
30 cent. cubes de bouillon de veau préparé dans les conditions indiquées 
plus haut.: 


Solution de glucose. . . . 0¢.c..25 (V gouttes), soit 0,1666 de glucose. 
Solution de pyruvatede Na. 0 c.c. 25 (V gouttes), soit 0,0625 de pyruvate. 
Solution de PO‘KH*®. . . . 4 cent. cube (XX gouttes), soit 0,250:de PO4KH®. 


Le milieu ainsi constitué renfermait.donc par litre : 


Phosphate:acide:de potassium. .........0.04. 8 gr. 32 
Pynuvatesde SOdiinw rain.) armas oft Shah aaa 2 gr. 08 
GUICOSE:. 250.9 setae bn ae ort er te OMS ys 5s 5 gr. 55 


Nous avions fait établir des pipettes capillaires en pyrex ongues de 
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45 centimetres, avec une olive éloignée de la pointe de 39 centimétres, et 
portant le trait de jauge de 0 c. c. 25 ou 1 cent. cube a 3 centimetres 
au-dessous de l’olive; nous bouchions légérement 4 l’ouate leur extrémité 
supérieure et nous les slérilisions au four 4 flamber, entitrement enfoncées 
dans de longs tubes de verre dont ouverture était bouchée au coton et 
dont le fond était garni de coton de verre. 

Avec de telles pipettes la répartition aseptique des solutions favorisantes 
était facile; mais pour la rendre plus rapide et diminuer encore les risques 
dinfection, nous avons finalement adopté une solution préparée de maniére 
ace que les trois doses séparées de glucose, pyruvate et phosphate se trou- 
vassent réunies dans 1 c.c. 5 de liquide. Pour cela nous mélangions 5 parties 
en yolume de solution de glucose 4 66,6 p. 100,5 parties de solution de 
pyruvate a 25 p. 100, 20 parties de solution de PO*KH? a 25 p. 100 et nous 
stérilisions cette liqueur par filtration sur bougie Ls; une seule addition de 
4 ¢.c. 5 de cette solution complexe a un tube de 30 cent. cubes de bouillon, 
addition effectuée asepltiquement avec une pipette spéciale en pyrex, jaugée 
adic. c.5, nous donnait d’emblée notre milieu optimum. 


Sous l’influence de ce mélange favorisant nous avons régu- 
liérement obtenu des toxines dont la toxicité, titrée & la fin de 
Ja troisiéme semaine d’incubation, était de 3 a 4 fois plus forte 
que celle des toxines provenant de cultures en bouillon peptoné 
simple. L’accroissement de la valeur antigéne, par rapporl a 
celle du témoin, était toujours un peu plus faible, que celle du 
pouvoir toxique; mais, alors que la toxicité s’abaissait beau- 
coup plus vite, pour les toxines provenant du milieu optimum 
que pour celles des filtrats obtenus avec les cullures témoins, la 
valeur antigéne s’élevait bien plus dans les premiéres que dans 
les secondes. 3 

Parallélement & ces phénoménes nous assisticns a une varia- 
tion encore plus accusée de la concentration en ions H. Dans 
les cultures témoins le pH de départ était 6,7; sous influence 
du développement microbien il montait progressivement pour 
dépasser la neutralité, en un mois environ, et atteindre, voire 
méme dépasser pH —8. Au contraire, dans les milieux addi- 
tionnés de la dose convenable du mélange optimum de sub- 
stances favorisantes, le pH de départ descendait entre 5,5 et 5, 
s’élevait pendant trois semaines jusque vers 6,2, puis redes- 
cendait pour se fixer & 5,5 environ et ne recommencer a 
monter qu’apres trois mois; ce qui revient a dire que la plus 
forte toxicité, la plus haute valeur antigéne et la plus active 
transformation spontanée de la toxine en anatoxine, se mani- 
festaient dans les cultures ou le pH était maintenu notable- 
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ment au-dessous de la neutralité, sous l’action du mélange des 
trois meilleures substances favorisantes. 

Au lieu de rapporter dans de nombreux tableaux les résultats 
de tous les essais qui ont confirmé les faits que nous venons 
d’exposer, nous avons préféré les résumer en quelques courbes 
bien plus faciles & lire et beaucoup plus suggestives. Tout 
d’abord nous demanderons au lecteur, & propos des gra- 
phiques 1 et 2 ot les temps sont indiqués en jours, de vouloir 
bien ne pas s’arréter a l’allure paradoxale de la portion ascen- 
dante des lignes figurant la toxicité et le pouvoir antigéne. Les 
courbes de ces deux valeurs devraient sans doute se confondre 
jusqu’au maximum; il est vraisemblable que leur écartement 
et la divergence de leur convexité résullent de ce fait que 
l'approximation du titrage par floculation et celle de la mesure 
du pouvoir toxique par injection & l’animal different considéra- 
blement. Pour obtenir des chiffres plus précis il aurait fallu 
travailler avec de plus grands volumes de cultures, multiplier 
les tubes de floculation et le nombre des cobayes injectés, tout 
cela pour atteindre un degré de précision nullement utile au 
but que nous poursuivons. 


Le graphique n° 4 concerne la plus intéressante de nos expériences, non 
pas au point de vue de la valeur toxique, car nous étions partis d’un bouillon 
qui lui-méme n’a donné qu'une toxicité faible (5.000 doses mortelles au cent. 
cube), mais parce que, pendant trois mois, nous avons déterminé la toxicité 
el la valeur antigéne de nos cultures d’abord tous les trois jours (premier 
mois), puis tous les sept jours. Nous avions préparé 25 tubes de pyrex con- 
tenant chacun 30 cent. cubes de bouillon de veau peptoné; a chacun d’eux, 
sauf 4 deux témoins, nous avons, immédiatement avant de régénérer et 
densemencer le milieu, ajouté aseptiquement 1 c.c. 5 de la solution mixte 
(glucose + pyruvate + PO‘KH?). Tous ces tubes ont été ensemencés en 
moins d’une heure, a laméme température, avec le méme nombre de gouttes 
d'une culture en bouillon préparée 4 la suite de 2 passages en gélose, puis 
tous ont été placés cote a cote dans une chambre étuve a 37° d’ou nous les 
ayons enlevés un a un, dans les délais ci-dessus indiqués, pour les filtrer 
sur des bougies Chamberland L,;, neuves, qui avaient été lavées a l’eau dis- 
tillée et soigneusement vérifiées avant de les sécher et de les stériliser au 
four a flamber. 

Les courbes mettent clairement en évidence les phénoménes que nous 
venons d’indiquer: apparition assez rapide d’une toxicité élevée, et abaisse- 
ment brus jue, puis plus lent de celle-ci jusqu’Aa 1/200 de cent. cube; augmen- 
tation continue, d’abord rapide, puis lente de la valeur antigéne; variation 
de la concentration en ions H de 5 46,2, puis retour 4 5,5, par conséquent en 
zone acide pendant toute la durée de l’expérience. Ainsi que nous l'avons 
également signalé : faible pouvoir antigéne de la culture témoin, avec varia- 
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tion du pH de 6,7 A 7,8 et ascension lente de lalcalinité durant les deux 
derniers mois d’incubation a 37°. 


Mais si ces courbes permettent de suivre aisément l’évolution d’une culture 
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tétanique en bouillon peptoné additionné du mélange favorisant, elles 
avaient besoin d’étre complétées par des tracés mettant nettement en lumiére 
les différences qui existent entre les cultures témoins en bouillon simple et 
les cultures effectuées sous la triple influencejdu glucose, du pyruvate et du 
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phosphate monopotassique; c’est dans ce but que nous avons, étlabli les gra- 
phiques n°s 2 et 3 ennous basant sur la moyenne des résullats de 20 expé- 
riences dont le plus grand nombre ont été suivies pendant plusieurs mois. 

Le graphique n° 2 est particulitrement démonstratif; les courbes y accu- 
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sent si fortement les différences que présentent les deux genres de culture 
qu’elles, se passeraient presque de commentaires. Nous ferons remarquer 
cependant l’intérét que présente Ja comparaison des deux courbes de 
toxicité au point de vue de larapidité avec laquelle on obtient, dans les cul- 
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tures acides, une toxicité quatre fois plus élevée que celle des. cultures 
témoins. Il faut noter également que, malgré l’augmentation constante de la 
valeur antigéne, celle des cultures avec mélange favorisant reste, au bout de 
trois mois, prés du double de celle des témoins en bouillon simple avec une 


bouillon peptoné + glucose, 


: bouillon peptoné; mélange tampon : 


pyruvate Na, PO*KH?). 


expériences (témoin 


Fic. 3. — Variations de la valeur antigéne et du pH (temps en mois). Moyenne de vinet 
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méme toxicité réduite a 1/100 de cent. cube. C'est done sous l'influence du 
glucose, du pyruvate et. du phosphate acide de potassium, en milieu acide 
riche en tampons, que nous avons pu obtenir spontanément.le plus.d’ anatoxine 

Ges fails se trouvent contirmés par !es courbes dugraphique n° 3 ou les 
temps sont indiqués en mois; mais ce qui augmente son intérét, c'est quiil 
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montre qu’aprés trois mois le pH des cultures additionnées de mélange favo- 
risant s’éléve peu A peu sans que pour cela s'arrécte laccroissement continu 
de leur valeur antiggne. Le pH du plus grand nombre de ces cultures primi- 
tivement acides (pH =3,5) n’a gueére ‘dépassé pH =7; a ce propos nous 
devons dire qu’au dela du troisitme mois la courbe du pH de ces cullures 
est approximative, car nos déterminalions sur les 20 toxines ont rarement pu 
étre effectuées apres un méme délai. D‘ailleurs lallure du phénoméne 
importe seule. En outre, on voil par les courbes des cullures en bouillon 
simple que leur alcalinisation continue lentement et progressivement sans 
que cela semble géver en rien Paugmentation paralléle de leur pouvoir anti- 
gine; ce fait résulte sans doute de l’action des tampons — surtout sels 
ammoniacaux d’acides faibles — qui se sont formés au cours du dévelop- 
pement microbien. Quoi qu'il en soit, il est curieux de constater qu’avec le 
temps les deux sortes de cultures finissent par évoluer d'une maniere ana 
logue tout en restant bien différenciées par la grande supériorilé en valeur 
antigéne de celles qui ont subi l’influence du mélange favorisant. 

La nécessité of nous nous sommes trouvés de construire nos courbes sur 
des moyennes nous oblige 4 revenir maintenant sur les résultats extrémes 
de nos 20 expériences. Au point de vue toxicilé nous avons eu pour une 
toxine-témoin tuant le cobaye au 1/4.000 une toxine-mélange atteignant le 
4/12.000 de cent. cube; mais dans plusieurs essais avec pyruvate, phosphate 
et glucose nous avons pu atteindre avec un lémoin aussi faible une toxicilé 
de 1/20.000 de cent. cube. Dans une expérience particuli¢rement favorable, 
pour une toxicité-témoin légérement supérieure a 1/5.000, la toxine de la 
cullure avec mélange a tué le cobaye 4 moins de 1/30.000 de cent. cube. Tous 
ces résultats sont pour des temps d’incubation de dix-sept a vingt et un jours. 

Quand nous avons déterminé, au moins deux mois aprés l’ensemencement, 
le pouvoir antigéne de nos cullures, nous avons trouvé, pour les filtrats 
témoins provenant d’un bouillon médiocre, une valeur antigéne équivalente 
acelle d'une toxine fraiche tuant le cobaye au 1/7.500 de cent. cube; lorsque 
ce méme bouillon avait été additionné de mélange favorisant, la valeur anti- 
gene équivalente alteignait le 1/20.000 de cent.’cube. Par contre dans les 
cas favorables avec témoin donnant une valeur antigéne correspondant a 
celle dune toxine renfermant 10.000 doses mortelles au cent. cube le mélange 
favorisant nous a permis d’obtenir deux fois l’équivalent du 1/40.000 de cent. 
cube, une fois celui de 1/45.000 et six fois le chiffre correspondant au 
1/37.500 de cent. cube. D’une maniére générale nous partions d’un bouillon 
donnant en trois semaines une toxine a 5.000 doses mortelles par cent. cube 
et avec lequel, aprés addition des trois composés favorisants, nous pouvions 
obtenir dans le méme temps une toxine tuant le cobaye au 1/20.000 de cent. 
cube. 

Plus de trois mois aprés avoir établi nos courbes, un essai effectué en 
bouillon de rate de veau, dans le but d’étudier l’'action d’éléments catalyseurs, 
vient de nous confirmer une fois de plus lefficacité et la régularité d'action 
du mélange optimum. Cette expérience comportait 418 tubes identiques 
renfermant le méme volume de bouillon de rate de veau et la méme dose 
du mélange favorisant. Dans chacun des tubes, sauf un, nous avions égale- 
ment introduit de 4/1.000.000 a 1/500.000 des composés métalliques ou métal- 
loidiques dont nous étudions actuellement l’influence. Tous les tubes avaient 
été ensemencés avec le méme nombre de gouttes d'une culture létanique en 
bouillon. incubation a 37° a duré soixante-dix jours. La toxicilé des 
18 filtrats était naturellement trés faible; aucun d’eux ne tuait le cobaye au 
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1/1.000 de centimétre cube. Par contre, la valeur antigéne de toutes les 
cultures s’est montrée assez élevée; toutes les toxines, sauf une, ont floculé 
avec la méme dose de sérum. La culture qui n’avait pas été additionnée de 
catalyseur et 16 autres ot aucune action catalysante ne s’est manifestée ont 
atteint un pouvoir antigene équivalent 4 celui d'une toxine fraiche renfer- 
mant 30.000 doses mortelles au centimétre cube; une derniére toxine, sans 
doute sous l’action du catalyseur dont nous poursuivons l’étude, a méme 
alteint une valeur antigéne équivalant au 1/40.000 de centimétre cube. On 
voit donc que méme en bouillon de rate Vaction favorisante du mélange se 
manifeste trés nettement. 


Leffet tres favorable du mélange optimum de pyruvate, de 
phosphate acide et de glucose étant bien établi, il est utile d’en 
étudier quelque peu le mécanisme. Quand on compare dans 
les jours qui suivent l’ensemencement une culture de bacille 
tétanique en bouillon simple et une culture en milieu addi- 
tionné du mélange optimum, on constate que le dégagement 
gazeux est bien plus abondanlt et persiste beaucoup plus long- 
temps dans la culture acide contenant pyruvate, glucose et 
PO‘KH? que dans la cullure témoin. De plus, dans la culture 
en bouillon simple le bouillon reste longtemps trouble, les 
corps microbiens ne se déposant que peu a peu, tandis que 
trés vite les cultures acides prennent un aspect tout a fait spé- 
cial : apres un départ rapide, la culture tend & s’éclaircir, les 
corps microbiens s'agglutinant en petils amas, qui flottent ou 
tombent lentement en flocons dans le fond du tube et surtout 
se déposent le long des parois (particuliérement lorsque les 
tubes sont légerement inclinés), en formant un dépdt. poussié- 
reux dont |’épaisseur s’augmente peu 4 peu de nouveaux gru- 
meaux : ceux-ci viennent s’'accrocher & ceux qui sont déja 
déposés tant que dure le développement, qui semble d’ailleurs 
continuer plus longtemps que dans les cultures témoins. Vers 
le deuxiéme ou le troisiéme jour, les cultures en bouillon 
simple avec leur trouble uniforme font excellenle impression, 
tandis que les autres presque éclaircies, avec leur maigre 
dépét sur les parois, semblent vraiment étre génées dans leur 
évolution. 

Il est incontestable que l’introduction du glucose, du pyru- 
vate de Na et du phosphate monopolassique dans ile milieu y 
apporte de profondes modifications d’ordre physico-chimique 
affectant la concentration en ions H, la viscosité, la tension 
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superficielle, la pression osmotique et le potentiel d’oxydo- 
réduction; il n’est donc pas surprenant que le Bacille tétanique 
y réagisse différemment que dans le bouillon simple. Si lon 
considére séparément les trois éléments du mélange, on peut 
admettre que le glucose intervient comme un excellent aliment 
carboné aux dépens duquel. se: forment des acides faibles qui,. 
en s’unissant avec les éléments busiques libérés par le dévelop- 
pement microbien, vont donner des sels-tampons. Le pyruvate 
de sodium agit également comme aliment carboné particulié- 
rement favorable aux: bactéries; mais il est admissible que son 
action soit due aussi & la formation d’alanine, alimenti azoté, 
par fixation d’ammoniaque et réduction de l’acide pyruvique. 
Laction réductrice de ce dernier intervient d’ailleurs pour 
faciliter l’anaérobiose. I] est possible également qu’une partie 
de cet acide pyruvique réagisse avec certains constituants de la 
peptone et qu'une autre portion soit détruite par décarboxy- 
lation, avec formation de produits de condensation ou d’ami- 
nation de l’éthanal et production de CO*Na?, lequel réagis- 
sant avec les éléments acides du milieu contribue encore & 
former d'autres tampons. Knfin, le phosphate acide apporte em 
exces, dans le milieu, le phosphore et le potassium indispen- 
sables & la nutrition bactérienne. I] augmente considérable- 
ment la concentration en ions hydrogéne (1); en outre, il exerce 
par lui-méme et par ses combimaisons avec les éléments 
basiques formés dans la culture ou'avec le pyruvate de sodium, 
un effet-tampon trés marqué qui régularise la réaction du 
milieu au cours du développement microbien et modére l'action 
biologique de lacidité. Nous avons jugé peu utile d’entre- 
prendre les longues recherches analytiques qui auraient été 
nécessaires pour nous éclairer sur quelques-uns de ces phéno- 
ménes si complexes’; il nous suffisait, en effet, d’étre parvenus, 
un peu empiriquement peut-étre, & ce que'nous cherchions. 


Mais s'il {est vrai qu’d l'aide de quelques artifices nous ayons pu. obtenir 
avec régularité des cullures tétaniques de valeur antigéne élevée dans les- 
quelles spontanément la toxine se transformait presque totalement en 


(1) S’il existe unTcatalyseur favorisant particuliérement la formation de la 
toxine, il.est possible que cette acidité soit nécessaire A le maintenir em 


solution; c’est un point que la suite de nos recherches nous permettra peut- 
étre d’élucider. 
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anatoxine, nous devons avouer qu’au début de nos recherches. nous ne pen- 
sions guére que nous arriverions A ce résultat en imposant a nos cultures 
d@évoluer en milieu acide. N’ayant jamais travaillé ce sujet, nous avions 
naturellement admis les idées en cours et si nous n’avions pas examiné en 
détail les nombreux facteurs qui interviennent dans la préparation du bouil- 
lon, nous n’aurions sans doute pas pensé que Il’acidité put favoriser l’élabo- 
ration de la toxine. C’est qu’en effet Dernby et Allender, dans leur étude, si 
compléte et si méthodique, des conditions qui influencent la formation de 
la tétanotoxine, ont abouti & des conclusions qui nous suggéraient plutét 
d’éviter l’acidification des cultures. Ils s’exprimaient a peu prés ainsi: « Dans 
la fabrication de grandes quantités de toxine on doit faire attention A ce 
que le milieu ne s’acidifie pas’ au-dessous de pH = 6,8. Le pH de départ du 
milieu doit étre 8; si, aprés deux jours, l’essai du milieu révéle un pH infé- 
rieur & 6,8, une nouvelle alcalinisation est nécessaire (1). » 

Les mémes auteurs ont également essayé des mélanges tampons de phos- 
phates. alcalins, mais ils ne semblent pas leur avoir reconnu de grands avan- 
tages. Toutefois les divergences qui existent sur ces divers points entre les 
conclusions des importantes recherches de Dernby et Allender et les notres 
sont peut-étre plus apparentes que réelles. C’est qu’en effet elles résultent, 
dune part, de ce que nous avons toujours travaillé.avec de trés petits volumes. 
de bouillon peptoné de constitulion et de propriétés physico-chimiques dif- 
férant notablement des milieux qu’ils ont étudiés (2), et d’autre part de 
Vignorance, oti l’on était encore en 1921, des faits ultérieurement découverts 
par l'un de nous (3). ; 

Dernby et Allender se sont attachés 4 obtenir une bonne toxine se conser- 
vant bien, et ils y sont parvenus; mais il est probable que s’ils avaient su 
que la toxine, en vieillissant et sous certaines influences, se transforme en 
une substance inoffensive, bien qu’ayant gardé cependant toute sa valeur 
antigéne, ils se seraient engagés dans la voie que nous avons suivie. 


C’est juslement parce que nous avons eu la floculation pour 
nous guider et parce que nous voulions nous rendre compte 
des conditions dans lesquelles se forme spontanément |’ana- 
toxine, qu’aprés avoir reconnu fortuitement L'influence de 
Vacidité, nous en avons continué |’étude. 

A ce propos, ajoutons que nous avons également essayé 
d’employer des mélanges-tampons, & réaction neutre ou faible- 


(1) K. Dsansy et B. Atuenver, Studien iiber den Einfluss der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf das Wachstum und die Toxinbildung der Tetanus- 
bacillen. Biochemische Zeitschrift, 123, 4924, p. 246. « Bei der Herstellung des 
Toxins in grossem Masstabe ist streng darauf zu achten, dass der Medium 
nicht sauer wird pH nicht kleiner als 6,8... Das Ausgangs pH des Mediums 
soll 8 sein. Sollte bei einer nach 2 Tagen vorzunehmenden Prifung des 
Mediums das pH niedriger als 6,8 sein, ist eine erneuerte Alkalinisierung 
nétig. » 

@) Notamment peptone pepsique de viande au lieu de peptone Witte; 
pH de départ.6,7 au lieu de 8. 

(3) G. Ramon. Ces Annales, 37, 1923, p. 1004. €. R. Ac. des Sciences, 477, 1923, 
p. 1338. 
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ment alcaline, et d’acidifier peu & peu le milieu, au cours du 
développement par des additions ménagées d’acide pyruvique 
dilué, voire méme avec du phosphate acide, de l’acide lactique 
ou de l'acide citrique; mais sauf avec le phosphate monopotas- 
sique et surtout l'acide pyruvique qui nous ont donné de bonnes 
toxines et des valeurs antigénes élevées, nous n’avons obtenu 
que des résultats médiocres. Une telle maniére de procéder ne 
conviendrait guére en pratique. 

Il en serait tout autrement des mélanges binaires de glucose 
et phosphate acide, de phosphate et pyruvate, ajoutés asepti- 
quement au milieu aprés stérilisation. Avec eux, de méme 
qu’avec le phosphate monopolassique employé seul, nous avons 
eu de bonnes toxines et des filtrats trés riches en anatoxine, 
mais nous n’avons jamais atteint la régularilé d’action du 
mélange ternaire. Cependant, pour la préparation de grandes 
quantités de toxine il est probable qu’en mettant au point 
lemploi du mélange (glucose + PO‘KH?) on arriverait & des 
résultats déja trés salisfaisants. Il est vrai que l’on trouve 
maintenant dans le commerce du pyruvate de sodium pur; la 
dose a laquelle il intervient dans notre mélange optimum est 
si faible qu’elle n’augmenterait que de peu le prix de revient 
de la toxine. En tous cas, il importe de n’employer qu’un sel 
pur, bien blanc, de préparation récente et ne contenant pas de 
composés alcalins libres (1). 

Naturellement, nous avons essayé d’ajouter au milieu con- 
tenant 75 °/,. de tapioca la dose la plus favorable du mélange 
(pyruvate + phosphate). [Pour 30 cent. cubes : V gouttes 
pyruvate de Na & 25 °/, + XX gouttes PO‘KH? & 25°/,), le 


tapioca prenant la place du glucose. Il est regrettable que la. 


nécessité de liquéfier un tel milieu rende son emploi incommode 
pour les grands volumes, car c’est avec lui, qu’au cours de 
toutes nos expériences, nous avons obtenu /e plus vite — en 
dix-sept jours — une toxicité élevée. En effet le méme bouillon 
additionné de 75°/,, de tapioca nous a donné une toxine con- 


(1) Nous préparons toujours notre pyruvate;§toutefois nous ‘avons eu la 
curiosité d’en demander a deux grandes fabriques de produits chimiques qui 
se refusérent 4 en fabriquer moins d’un kilogramme; enfin, grace a l’obli- 
geance des Etablissements Hoffmann La Roche, nous avons disposé d'un 
échantillon qui nous a donné toute satisfaction. 
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tenant 20.000 doses mortelles au centimétre cube, nous avons 
eu le méme résultat avec le mélange optimum sans tapioca, 
tandis que le milieu tapioca + pyruvate + PO*KH? nous a fourni 
dans le méme temps un filtrat qui tuait le cobaye au 1/35.000 
de cent. cube. 


INFLUENCE DE L’OXYGENE, DE L’ACIDE CARBONIQUE ET DE L’HYDRO- 
cine. — On admet généralement que la toxine tétanique est 
particuliérement sensible a !’action de l’oxygéne; aussi, das le 
début de nos recherches avons-nous essayé de préciser, non pas 
jusqu'ot va cette action modificatrice, mais plutdt dans quelle 
mesure elle empéche la formation de la toxine dans les cul- 
lures (1). 


Dans une premiére expérience nous avons fait barboter lentement un litre 
dair filtré sur coton stérile, cing jours de suite, dans des tubes contenant 
30 cent. cubes de bouillon (pH = 7),ensemencés depuis quarante-huit heures 
avec du Bacille tétanique et nous avons été surpris d’obtenir un filtrat encore 
trés toxique pour le cobaye. Un nouvel essai nous ayant donné le méme 
résultat, nous nous sommes hasardés a faire passer, tous ies jours, dans de 
jeunes cultures en plein développement et maintenues 4 37°, un courant 
d’oxygéne pur etcela pendant une, deux, puis méme trois semaines, araison - 
de 500 cent. cubes d’oxygéne filtré, injectés chaque jour, en quinze minutes, 
dans 150 cent. cubes de culture contenus dans un petit ballon a long col. 


Dans de telles conditions il y avait bien abaissement de la 
toxicité, mais non disparition totale de celle-ci. Pour plusieurs 
essais, aprés douze & vingt jours de traitement la toxicilé des 
cultures oxygénées ne fut que le septiéme, le cinquiéme on le 
quart de celle des cultures témoins; mais, par contre, la valeur 
antigéne ne diminua respectivement que des trois septidmes, 
des trois cinquiémes et méme de la moitié. 

Il est vrai que ces derniéres expériences ont été effectuées 
avec des cultures en bouillon de veau additionné des doses les 
plus favorables de pyruvate de sodium, de glucose et de 
PO‘KH:?; la toxine s’y formait en présence d’une légére réaction 
acide constamment maintenue par l’effet des tampons, c’est-a- 
dire dans les meilleures conditions que nous ayons pu réaliser, 
tandis que les auteurs qui, autrefois, ont éltudié la toxine téta- 


(1) A. Bertaetot, G. Ramon et M"* G. Amoureux, Action de l’oxygéne sur la 
toxine tétanique. Bull. de ta Soc. de Chimie biologique, 8, 1926, p. 940. 
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nique ont vraisemblablement opéré avec des cultures alcalines. 
D’autre part, ils croyaient que, dans tous les cas ot disparais- 
sait la toxicité, le poison tétanique se détruisait purement et 
simplement; depuis les recherches de |’un de nous on sait qu’ 
n’en est rien. 

Quoi qu’il en soit, nous avons eu entre les mains une toxine 
résultant de la filtration d’une culture ot, chaque jour, pen- 
dant trois semaines avait barboté de l’oxygéne pur et qui, 
cependant, tuait le cobaye 4 la dose de 1/6.000 de centimetre 
cube. Sa valeur anligéne correspondait méme sensiblement a 
celle d’une toxine non modifiée titrant 15.000 doses mortelles 
au centimetre cube. Il est vrai que le reste de la méme culture, 
apres six mois de séjour & 37°, nous a fourni un fillrat dont la 
toxicité n’était plus que de 1/100 de centimétre cube, ce qui est 
normal, mais dont la valeur antigéne équivalente s’élait 
abaissée d’un tiers, ce que nous n’avons jamais obseryé dans 
nos vieilles cultures non oxygénées ot, au contraire, le pouvoir 
antigene continuait & augmenter lentement. Nous dewons 
d’ailleurs faire remarquer que dans l’expérience qui vient d’étre 
rapportée, l’action de loxygéne n’est intervenue que soixante- 
douze heures aprés l’ensemencement. 

Les résultats que nous avons obtenus avec l’oxygéne nous 
ont suggéré d’examiner des cultures traitées de la méme 
maniére par l’hydrogéne ou l’acide carbonique. Nos essais avec 
ces deux gaz ont ét4 également effectués en milieu acide; ils 
ne sont pas encore terminés, mais nous pouvons cependant 
indiquer que dans nos premiéres expériences, la vaieur anti- 
géne ne fut abaissée que des trois dixiémes avec l’hydrogéne et 
l’acide carbonique tandis qu’elle diminua des trois cinquiémes 
sous l’influence de l’oxygéne. 

Pour le moment, nous avons done établi qu’a 37° dams un 
milieu trés favorable, dont le pH est maintenu entre 5,5 et 7 
par des substances-tampons, et dans lequel, chaque jour, on 
fait barboter de loxygéne, il peut se former de la toxine 
(étanique, pourvu que l'on ne fasse intervenir celui-ci que 
quarante-huit heures au moins apres l’ensemencement. A la 
suite de cette constalation nous avons commencé a étudier 
comment ce gaz agit sur la toxine tétanique préparée a Ja 
maniére habituelle, en milieu alcalin, et comment cette action 
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est influencée par la variation des conditions physico-chimiques; 
dans ces recherches le traitement par H ou ‘CO? d'une toxine 
tétanique de méme provenance nous donne des termes de 
comparaison particulitrement intéressants. 


Conclusions. 


Dans les conditions ot nous nous sommes placés au point de 
vue de la composition du milieu, de son mode de préparation 
et de stérilisation, du mode de culture et du choix de la race de 
Bacille tétanique, lepH de départ 6,7 est celui qui convient le 
mieux quand on utilise du bouillon peptoné simple. 

On obtient une toxine de valeur. au moins aussi élevée-en rem- 
plagant ‘te bouillon de viande de veau par le ‘bouillon de rate. 

‘L’addition au bouillon simple d’une proportion déterminée 
dle glucose, de pyruvate de sodium ou de phosphate acide de 
potassium, favorise nettement la formation de la ‘toxine téta- 
nique. Des mélanges de glucose et de pyruvate, de phosphate 
acide et de pyruvate, ou de glucose et de phosphate acide sont 
bien plus aclivants que leurs constituants considérés iso- 
lément. 

Quand on ajoute asepliquement, par litre, au bouillon 
peptoné simple, préalablement stérilisé : 8 gr. 3 de PO*KH’, 
2 grammes de pyruvate de sodium et 5 gr. 5 de glucose en 
solutions concentrées stériles, le pH de départ se trouve abaissé 
entre 5,5 et 5 et les cultures évoluent pendant trois mois 
environ entre pH—6,5 et 5,5, c’est-a-dire constamment dans 
la zone acide. 

L’action de ce mélange ternaire est telle que la valeur des 
toxines provenant des cultures qui en renferment est trois a 
quatre fois plus élevée que celle des cultures témoins en 
bouillon simple. Sous son influence le pouvoir antigéne des 
vieilles cultures (trois & huit mois) atteint deux 4 trois fois 
celui des témoins. I] est donc possible d’oblenir de bonnes 
toxines tétaniques et des antigénes de haute valeur en milieu 
légerement acide, mais 4 condition que celui-ci soit riche en 
composés-tampons, particulisrement en phosphates et en 
substances favorisant le développement microbien. 
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En incorporant 75 p. 1.000 de tapioca a du bouillon peptoné 
simple, préparé dans les conditions que nous avons précisées, 
on obtient des milieux épais dans lesquels le Bacille tétanique 
se développe remarquablement bien. Des cultures de trois 
semaines, ainsi obtenues, donnent, aprés liquéfaction diasta- 
sique, des toxines quatre fois plus fortes que celles provenant 
de cultures en bouillon simple. Quand on laisse vieillir les 
cultures en tapioca on peut atteindre un pouvoir anligene 
trés élevé. 

L’action favorisante du tapioca, combinée a celles du pyru- 
vate de sodium et du phosphate monopolassique, nous a permis 
(’arriver en dix-sept jours & une valeur beaucoup plus élevée 
que celle de la toxine obtenue avec le méme bouillon additionné 
soit de tapioca, soit du mélange ternaire. 

Nous avons constaté également que la toxine tétanique peut 
se former en milieu acide (pH[—=5,5 46,5), et en présence de 
tampons, dans des cultures ot, chaque jour, pendant deux ou 
trois semaines, l’on fait barboter de l’oxygéne; mais il est 
nécessaire que celui-ci n’intervienne au plus tot que quarante- 
huit heures aprés l’ensemencement. Les filtrats obtenus avec 
ces cultures ne présentaient, d’ailleurs, qu’une assez faible 
toxicité, mais par contre une valeur antigéne relativement 
élevée. 


SPIROCHETOSE DE LA SOURIS BLANCHE 
ET INFECTION MIXTE TRYPANO-SPIROCHETIQUE, 


par ‘René VINZENT. 


Au cours de recherches, faites en 1924, et suggérées par 
M. Roux, sur le pouvoir trypanocide de différents corps. chi- 
miques, nous avons constaté la présence d’un spirocnéte chez 
une souris blanche inoculée avec des trypanosomes (1). 

Cette souris faisait partie d’un lot destiné 4 l'étude du pouvoir 
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prévenlif d’un sel métallique. Elle recut, en méme temps que 
cing autres, une goutte de sang provenant d’une souris infeclée 
avec Trypanosoma somaliense (2). Au bout d’une semaine, elle 
seule restait vivante, bien que des examens microscopiques du 
sang, & l’éclairage ordinaire, aient montré des flagellés. On 
pensa un instant 4 une action thérapeutique du sel injecté, mais 
Vexamen, le douziéme jour, fit soupconner la cause de cette 
résistance anormale en révélant la présence de nombreux spi- 
rochétes. A partir de ce moment, jusqu’a la mort (vingt-deux 
jours aprés l’inoculation du trypanosome), le sang fut examiné 


(1) C. R. Soc. Biologie, juin 1926, 95, p. 286. 

(2) La souche de Tryp. somal. nous a été obligeamment fournie par M. le 
Prof. Mesnil. Elle a été envoyée 4 11. P. de Paris par M. Lanfranchi en 1923 e 
entretenue depuis cette époque sur la souris blanche. 
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a l’éclairage sur fond noir et les numérations journaliéres des 
deux parasites permirent d’établir le graphique n° 4 (4). 

La rareté des observations de spirochétose des Muridés, ainsi 
que la perturbation que cette surinfection apporta a la trypano- 
somiase, nous ont incité a faire une étude détaillée du spirochéte- 
et & analyser l’infection mixte trypano-spirochélique. 


I. — Le Spirochéte. 


Pour séparer le spirochéte du trypanosome, nous ‘nous 
sommes basé sur la plus grande fragilité du flagellé. Le sang et 
la rate de la souris alteinte d’infection mixte, conservés pendant: 
deux a trois jours 4 l’abri de la dessiccation, puis inoculés & des 
animaux neufs, déterminérent une infection 4 spirochétes 
seuls. 

Par sa forme, ce spirochéte parait identique a l’agent de la 
fidvre récurrente. Il est d’une longueur variable, 8 & 20». Le 
nombre des spires varie également de 4 a 9. Les extrémités sont 
effilées et dans l’axe du corps. Il est trés mobile et trés souple.. 
Il se colore facilement. Nous n’avons jamais pu meltre de cils. 
en évidence. 

En dehors de l’organisme, il a une résistance assez grande. 
Nous avons pu le conserver vivant et inoculable, aprés un 
séjour de cinquante jours, & 20° ou & 30°, en milieu d’Illert, 
sans repiquage. Nous avons placé dans les mémes conditions le 
spirochéte de Dutton (souche du laboratoire du prof. Mesnil) et 
nous. ayons noté avec la plupart des expérimentateurs que la 
mort de cet organisme survient au bout de dix & douze jours, 
si l’on ne fait pas de repiquage en milieu neuf. 

Les. essais d’infection n'ont pas réussi sur le rat adulte, le. 
cobaye, le lapin et la. poule; par contre, le jeune rat et la souris 
sont trés réceplifs. Chez ces derniers animaux, quel que soit le 
mode d’introduction du parasite dans l’organisme (voie sous- 
cutanée ou intrapéritonéale), il apparait dans le sang aprés une 


(1) Les tracés que nous donnons dans ce travail ont été établis d’aprés les 
numérations faites.de. la fagon suivante: le sang est prélevé a l’extrémité 
de la queue de I'animal ; la goutte qui perle aprés la blessure faite avec des 
ciseaux est déposée sur une lame tres propre et recouverte ensuite d'une 
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iucubation a peu pres constante. En général, les parasites sont 
décelables dans la circulation dés le troisitme jour ; ils se mul- 
tiplient jusqu’au sixiéme jour ot l’en en compte de 5a 6 par 
champ de microscope; ils disparaissent ensuite, pour réappa- 
raitre par poussées de plus en plus faibles, Ades inlervalles de 
quatre 4 six jours. Vers le vingt et uniéme jour, on nen décéle 
plus habituellement (graphique n° 2). Cependant linfection 
peut persister pendant un temps variable dans les organes pro- 
fonds; nous ayons pu faire réapparaitre les spirochétes dans la 
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circulation méme aprés trente-cing jours, a l'occasion de I’ino- 
culation d’un autre microbe (trypanosome ou bactérie). Celte 
rechute est toujours faible et de trés courte durée. 

Pendant tout le cours de la maladie, aucun symptéme n’est 
apparent. Toulefois, les animaux sacrifiés en cours d’infection 
ont toujours la rate hypertrophiée; les spirochetes sont déce- 
lables dans tous les viscéres, nous les avons recherchés aussi 
dans l’intestin, mais sans succés. (La splénomégalie persiste 
longtemps encore apres la guérison.) 

Sous certaines conditions d’affaiblissement de I’ organisme, ce 


lamelle; la lame liquide ne doit pas dépasser une épaisseur de cellules. On 
compte alors le nombre moyen de parasites contenus dans un champ corrcs- 
pondant a un objectif & immersion de 4/15* et -un-oculaire lai hes n° 4 
(microscope Stiassnie).. i, 
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spirochéte parait susceptible d’acquérir pour la souris une viru- 
lence mortelle. Au-cours de nos expériences, nous avons noté 
dans 4 cas une pullulation anormale du parasite : les animaux 
succombaient avec un nombre considérable de spirochetes (40 & 
50 par champ). Dans 2 cas, l’hémoculture révéla une infection 
& pneumocoques, dans les deux autres, aucune association bac- 
(érienne ne put étre décelée. 


InocucatTion a L’HoMME. — Enfin nous avons pu voir que ce 
spirochéle était pathogéne pour l'homme. Des essais de théra- 
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GRAPHIQUE N° 3. 


peutique de la paralysie générale ayant déja été tentés avec 
l'agent de la fiévre récurrente, un aliéniste nous a proposé d’ino- 
culer notre spirochete & une femme arrivée a la derniére période 
de cette maladie. Le spirochéte, inoculé par scarifications 
cutanées, est apparu dans le sang aprés une incubation de six 
jours, l’accés thermique provoqué, dont le maximum a atteint 
39°5, a duré soixante-douze heures (graphique n° 3); la septi- 
cémie a 6lé légére (4 & 5 parasites par champ). Cet accés, ter- 
miné spontanément, n’a pas été suivi de nouvelles poussées. Au 
moment de la septicémie, des souris inoculées avec du sang de 
la malade ont contracté une spirochétose normale, le passage 
par homme n’avait nullement modifié la virulence du spiro- 
chéle. 


Ipentirication. — Nous avons essayé de le différencier de celui 
de Dutlon par des immunisations croisées. Mais les résultats 
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ont été trés inconstants et, des expériences faites dans ce 
domaine oii tous les auteurs montrent la plus grande réserve, 
nous ne tirerons aucune conclusion. 

Nous citerons toutefois l’expérience suivante : Quatre souri- 
ceaux nés d’une souris qui venait de terminer sa spiruchétose 
sont divisés en deux lots. Au premier lot, on inocule le spiro- 
chéte quia parasité la mére ; au deuxiéme lot, le spirochélte de 
Dutton. Tous les quatre font une spirochétose, mais elle est trés 
légére pour les animaux du premier lot, tandis qu’elle est mor- 
telle pour ceux du second. 

Il semble donc, d’aprés |’ensemble de ces faits, que notre 
spirochéte soit trés voisin de celui de la fiévre récurrente, mais 
quil s’en distingue cependant par plusieurs caracléres, entre 
autres par sa grande résistance & la conservation in vitro et sa 
faible virulence pour la souris et pour homme. 

Cependant, nous devons éliminer une possibilité d’infection 
de laboratoire de la premiére souris. Cette souris provenait 
comme les autres d’un élevage neuf de l'Inslitut de Strasbourg 
ot l’on ne conserve pas de souche de spirochétes. La souris sur 
laquelle était conservée la souche de Trypanosoma somaliense 
mourut dans les délais ordinaires de trypanosomiase et des six 
souris inoculées ensemble nous avons vu qu'une seule avait 
présenté ce spirochéte. Enfin l'étude du graphique n° 1, d’aprés 
ce quenous verrons ultérieurement dans l’analyse de l’infection 
mixte trypano-spirochétique, démontre que le spirochéte a dt 
apparaitre au début de la trypanosomiase, quelques jours apres 
Vinoculation du trypanosome. Le grand nombre de spirochétes 
dans le sang de la souris, au moment de sa mort, vingt-deux 
jours apres l’inoculation du trypanosome, prouve bien le début 
récent de l'infeclion. + 

Comment peut-on expliquer l’apparition de ce parasite? 

Les Muridés sont fréquemment parasités par des organismes 
spiralés, en général de l’espece Spiril/um minus de Carter (Spt- 
rocheta muris, Spirocheta Laverani, Spirocheta morsus muris). 

En 1917, André Leger (1) a trouvé chez la musaraigne afri- 
caine (Crocidura Stamp/fli:) un véritable spirochéte, Sprrocheta 
crocidure. Ce spirochéte, d’une longueur de 14 15 », présente 


(4) Bull. Soc. Path. exot., 1917, p. 280, 694. 
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le plus souvent 4&5 ondulations: il est moculabie au rat qut 
meurt d’ordinaire lors de la premiére crise, et au singe qui 
faitune maladie bérigne A rechutes. 

En 1918 (4), le méme auteur retrouve un autre spirochéte 
chez deux Mus decumanus, s Dakar, sur environ 500 examinés. 
Les caracttres morphologiques et Vaction pathogtne lui 
paraissent étre ceux de Spirochextacrocidure. 

Marcel Leger (2), en 1922, reprend la recherche de ces spiro- 
chétes et les trouve fréquemment sur différents rongeurs. 

Enfin, en 1926, Mathis (3) démontre le pouvoir pathogéne 
de Spirocheta crocidure pour l'homme. 

Savini (4) a signalé aussi qu’au cours de passages en série 
de Tryp. brucei chez la souris blanche, il a vu apparaitre spon- 
tanément, quatre fois sur 62 passages, vers le sixiéme jour 
aprés l'inoculation du flagellé, un spirochéte qui se multiplie 
trés activement et qu'il a appelé Sytrocheta naganophila. Ce 
spirochéte provoque une forte mononucléose et se retrouve dans 
tous les viscéres, ainsi que dans Vintestin, le cecum notam- 
ment. Au point de vue morphologique, il n’est pas différent du 
notre, mais il n’a pas pu étre inoculé en série et il ne provo- 
quait aucune modification de la maladie trypanosomique. 
Savini se base d'une part sur le fait reconnu par différents 
auteurs que les spirochétes peuvent traverser les muqueuses 
intactes et méme la peau, et d’autre part sur l’observation cou- 
rante de germes de sortie au cours d’une maladie, pour penser 
que Tryp. brucet délermine le passage, dans le sang, du spiro- 
chéte qui se trouve normalement dans l’intestin. 

Nous ne pouvons invoquer semblable ortgine pour le spi- 
rochéte que nous avons isolé. Nous avons déja dit que nos 
recherches du spirochéte dans l’intestin de la souris avaient été 
négatives, méme chez la premiére. Dans le cecum, nous avons 
fréquemment rencontré des organismes spiralés, mais ils nous 
ont paru toujours trés différents. 


(1) Bull. Soc. Path. exot., 1918, p. 64. 

(2). It Congres de Médecine tropicale de I’Afrique occidentale, 1924 
Revuista demed., Angola, fasc. 4. 

(3) C. R. Acad. des Sc.. 183, n° 14, 4 octobre 1926, p. 574. 

(4) C. R. Soc. de Biol. (Soc. roumaine). Séances du ‘28 février et du 
15 mars 1923. 
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Conctusions. — La constatation, chez la souris blanche, d'un 
spirochéte pathogéne pour ’homme prend de l’importance du 
fait des observations que nous venons de relater. Elle contribue 
dans une cerlaine mesure & fixer la connaissance des réservoirs 
de virus. ° 


il. — Linfection mixte trypano-spirochétique. 


Nous avons dit que la présence du spirochéte chez la souris 
inoculée avec Tryp. somaliense se manifesta par une évolution 
particuliére de linfection trypanoso- 
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d’incubation, les tryp. se multiplient 
activement et l’animal succombe entre le cinquiéme et le 
neuvieme jour, avec des parasites qui paraissent plus nombreux 
que les globules rouges. 

Le graphique n° 4 correspond & l'infection déterminée par 
Vinoculation d'une goutte de sang contenant 2 43 flagellés par 
champ. 
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B. — L’INFECTION MIXTE. 


Connaissant les infections provoquées par chacun des para- 
sites, nous avons pu analyser l’évolution de |’infection mixte 
oblenue en inoculant au méme animal un mélange de spiro- 
chétes et de trypanosomes. 

Les nombreuses infections que nous avons suivies ont montré 
que la maladie mixte évoluait suivant un mode a& peu pres fixe. 
Le graphique n° 5, qui le reproduit, peut étre divisé schémati- 
quement en trois parties : 

La premiére, d’une durée de huit & neuf jours, comprend 
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lincubation et la premiére pullulation des deux parasites. Le 
temps d'incubation n’a pas varié. La multiplication des spiro- 
chétes se fait comme dans | infection pure; il faut noter cepen- 
dant qu’elle peut étre beaucoup plus forte si elle se produit aprés 
celle des trypanosomes (graphique n° 8). L’infection trypanoso- 
mique se manifeste au contraire avec des modifications consi- 
dérables. Au lieu d’augmenter réguligrement et rapidement 
de nombre, les tryp. ne se mulliplient que lentement : au 
sixiéme jour qui correspond a l’acmé de la multiplication, on 
ne trouve que 546 flagellés par champ, puis brusquement ils - 
décroissent et deviennent trés difficilement décelables. L’infec- 
tion entre dans la deuxiéme période qu’on peut appeler période 
de latence des trypanosomes. 

Pendant cette période dont la durée varie (minimum quinze 
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jours, maximum 30), les tryp. deviennent si rares qu’ils peu- 
vent échapper a l’examen microscopique plusieurs jours de 
suite. Nous nous sommes assuré que dans ces cas le sang était 
encore infectant pourvu que la dose soit suffisante (I a 
III gouttes). A la fin de cette période une petite poussée de tryp. 
survient régulitrement, comme il apparait a l'étude de nos 
graphiques. 

L’infection spirochétique suit son cours dans cette seconde 
période, mais avec des caractéres différents de ceux de l’infec- 
tion pure. Une forle multiplication (10 4 20 par champ) suit 
toujours la pullulation trypanosomique de la premiére période; 
un aussi grand nombre de spirochétes dans le sang n’est 
atteint que dans l’infection mixte. On observe ensuite quelques 
accés plus faibles et la spirochétose se termine en général a la 
fin de cette période, aprés une faible poussée coincidant avec 
Je début de la pullulation terminale des trypanosomes. 

Enfin, la troisiéme période qui aboutit 4 la mort de l’animal 
correspond a la multiplication des trypanosomes, multiplication 
superposable a celle de l‘infection pure. D’ordinaire on ne ren- 
contre plus de spirochétes, mais ce n’est pas la une régle 
absolue. 

La mort survient entre le trentiéme et le quarantiéme jour 
apres linoculation. 


Cc. — Il existe donc un antagonisme certain entre les 
deux infections 4 trypanosomes et & spirochétes évoluant 
simultanément chez un animal. Un phénoméne analogue avait 
déja été observé : différents auteurs ont vu que des infections 
microbiennes peuvent arréter |’évolution de certaines trypano- 
somiases. : 

Schein (1), chez une chienne infectée avec Je trypanosome du 
surra de l’Annam, voit disparaitre le flagellé, alors que les 
bactéridies charbonneuses font leur apparition dans la circu- 
lation. 

Nissle (2) signale que l’injection intrapérilonéale d'une 
culture de b. prodigiosus est capable de faire disparaitre les 
trypanosomes d’un rat infecté de nagana. 


(1) Ces Annales, 241, 1907, p. 739. 
(2) Hygien. Rundschau, 14, 1904, p. 1039 et Archiv f. Hyg., 53, 1905, p. 181. 
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Enfin Trautmann (1), puis Daels (2) ont expérimenté l’action 
de Spirocheta Duttoni sur des souris naganées. Les résultats 
obtenus par ces auteurs sont semblables aux noétres, quoique 
beaucoup moins réguliers. Pour Trautmann, la survie est plus 
longue quand les souris sont inoculées d’abord de nagana sous 
la peau, puis le lendemain de spirochétes, dans le péritoine. 
Pour Daels, l’antagonisme se manifeste le mieux, alors que 
Vinfection a spirochétes précéde l'infection 4 trypanosomes et 
Jon a encore de bons résultats par inoculation des tryp. au 
milieu ou a la fin de la spirochétose. Tous les deux sont d’accord 
pour constater que ce sont les spirochétes vivants qui agissent 
et Daels voit méme que la poussée finale des tryp. coincide 
avec Ja fin ou le déclin de linfection spirochétienne. 

Mais quand il s’agit d’expliquer le phénoméne de la survie 
des animanx, les hypothéses qu’ils émettent sont complétement 
opposées. Trautmann pense que le flagellé ne diminue pas de 
virulence et qu'il acquiert une sorte de « vaccination héréditaire » 
vis-a-vis du spirochéte. Ce qui le lui fait croire, c’est que 
lorsqu’'il préléve le sang de la souris au moment de la multi- 
plication finale des trypanosomes et qwil Vinocule 4 une autre 
souris, cetle derniére succombe en général en quelques jours. 
‘ Daels constate que lorsqu’il fait des passages en série avec 
du sang d’animaux alteints d’infection mixte, il obtient des 
survies plus longues, tandis que le mélange de spirochétes et de 
trypanosomes neufs détermine une iniection & marche aigué. 
fl en déduit que les trypanosomes se sensibilisent de plus en 
plus (dans le sens allergique) vis-a-vis de l’influence nocive des 
spirochetes. 

Ces deux hypothéses sont en désascord, et cependant Jeurs 
auteurs expérimentaient avec les mémes parasites. Selon nous, 
une divergence aussi importante ne tient pas & des techniques 
différentes, mais uniquement au pouvoir pathogéne trés irré-_ 
gulier de Spirocheta Duttont pour la souris blanche; et lorsque 
nous avons fait des expériences comparatives avec ce spiro- 
chéte, nous avons obtenu des résultats aussi dissemblables. 


Nous avons donc repris les expériences des auteurs précédents 
avec notre spirochéte. 


(1) Ces Annales, 24, octobre 1907, p. 808. 
(2) Archiv f. Hyg., 4910, p. 257. 
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D. Nous avons vu d’abord que les trypanosomes ne varient 
pas de virulence par suite de leur voisinage avec les, spiro- 
chétes : les trypanosomes retirés de la souris aprés des pas- 
sages d’infection mixte effectués pendant un an n’avaieat pas 
baissé de virulence pour un animal neuf. 

Les trypanosomes de la poussée finale ne sont pas plus viru- 
lents, ils ne sont pas « vaccinés » contre les spirochetes : 
linoculation du sang prélevé & la derniére période de l’infec- 
tion mixte reproduit le type général de cette maladie. 

Enfin, les trypanosomes ne se « sensibilisent » pas, ainsi que 
le croit Daels, vis-a-vis de 
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x : Premier jour : Inocula‘ion de trypanosomes. 
dans la-darée de la survie qroisiéme joar+ Inoculation de spirechétes. 
des animaux coincidaient Grapigue ne 6. 
avec la prédominance de 
Pun des parasites dans le mélange que l’on inoculait. Cette 
constatation nous a conduit & étudier Vinfluence de l’espéce 
parasitaire inoculée la premiére sur la résistance de l’animal & 
la trypanosomiase. 

Si le spirochéte est inoculé peu de temps (trois & cing jours) 
avant le trypanosome, il parasite la souris plus longtemps et la 
survie de l’anima] peut atteindre soixante-cing jours. Dans ce 
cas, la premiere multiplication des trypanosomes fait défaut, 
la trypanosomiase est des le début en période de latence. 

Inversement, les animaux inoculés de trypanosomes deux 
jours avant Vinoculation du spirochéte ont une survie moindre 
(trente jours). Dans une expérience de ce genre, nous avons 
pu voir le réle protecteur du spirochéte de la fagom la plus écla- 
tanle. La souris présenta d’abord une trypanosomiase normale 
(graphique n° 6). Mais le spirochéte apparut et bien que sa pul- 
lulation ne fit pas excessive, un changement considérable se 
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manifesta chez l’'animal. Au matin du septiéme jour, la souris 
était couchée sur le anc, mourante; & midi, la crise trypano- 
somique se produisait et la souris brusquement reprit son 
habitus normal; en dix heures Je nombre des flagellés tomba 
de 40 & 10 par champ. La durée de la survie ne fut ni 
augmentée, ni diminuée du fait de cette évolution particuliére. 
ll faut retenir encore de cette expérience la possibilité qu’a 
Vorganisme infecté par les deux parasites de supporter une 
quantilé considérable de trypanosomes et leurs déchets (fait 
déja observé par Trautmann et Daels). 

Si l’on inocule des trypanosomes & une souris qui a terminé 
apparemment sa spirochétose, depuis un temps relativement 
court, la souris en général succombe en quelques jours @ la 
trypanosomiase. L’expérience donne le méme résullat si l’on 
injecte, au lieu de trypanosomes seuls, un mélange de trypano- 
somes et de spirochétes. Cependant il peut arriver que l’animal 
présente une certaine survie et cela ne doit point nous sur- 
prendre. Nous savons que le spirochéte disparait plus ou moins 
rapidement de l’organisme suivant les individus et, dans un 
travail récent, Schreus (1) a montré que si l’on inocule du 
nagana a des souris chez lesquelles la spirochétose est en voie 
d’extinction, la surinfection par le flagellé provoque une 
récidive de la récurrente dans un nombre de cas relativement 
élevé. Cette récidive, si elle n’est pas trop faible, peut suffire a 
provoquer l’arrét de la trypanosomiase, mais, dans ces cas, la 
survie ne dépasse guére quinze a vinglt jours. 

Enfin, nous nous sommes demandé quelle serait l’influence 
des réinoculations de trypanosomes neufs au cours de |’infection 
mixte. Le graphique n° 7 représente une infection mixte, nor- 
male jusqu’au douziéme jour ot l’on a réinoculé des trypano- 
somes. Cette inoculation est suivie aprés trois jours d’incuba- 
tion d’une poussée de trypanosomes, mais une période de 
latence survient. Au vingt-deuxiéme jour, on réinocule une 
dose massive cette fois; lincubation est plus courte et la 
poussée provoquée plus forte, mais il y a encore arrét de la 
multiplication, puis décroissance, et la fin de la maladie est 
absolument normale. Il est difficile de donner une interpréta- 


(1) Klin. Woch., n° 44, octobre 1926, p. 2070. 
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tion & celle expérience, 
les poussées de trypano- 
somes quisuivent chaque 
inoculation pouvant étre 
déterminées par la mul- 
tiplicalion des premiers 
trypanosomes inoculés, 
aussi bien que par les 
derniers. En tout cas, ces 
réinfections successives 
n'ont aucune influence 
sur la durée de la survie; 
Yanimal succombe lors- 
que sa spirochétose est 
terminée, 

De ces diverses expé- 
riences il résulte que, 
dans | infection mixte, le 
temps de résistance d'une 
souris a l’infection trypa- 
nosomique est fonction 
de la durée de linfection 
spirochétienne. 

Mais cela n’est qu'une 
constatation; de quelle 
fagon peut-on envisager 
Pinfluence du spirochéte 
sur la trypanosomiase? 


KE. Nous avons montré 
qu’on ne pouvait penser 
a une modification de vi- 
rulence du flagellé; il ne 
s'agit pas non plus de 
résistance acquise non 
spécifique, puisque la 
souris guérie de spiro- 
chélose contracte une 
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GRAPHIQUE N° 7. 


trypanosomiase normale, et ce ne sont pas les produits 6manant 
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des spirochétes qui agissent directement surtes trypanosomes, 


puisque nous savons que des souris peuvent succomber a la 
trypanosomiase avec des spirochétes présents dans le sang. 

Nous avons recherché alors, si dans le sang des animaux 
atteints d’infection mixte, nous ne trouverions pas une réaction 
témoignant d’une modification de la défense de l’organisme 
capable d’expliquer cette résistance anormale. 

Le pourcentage des globules blancs de la souris est le suivant 
d'aprés Jolly (1). 


Cellules lyin pioiaes: tea nee— yee ane ears 80 
Polynucl aves. 80. es Re. Sa ad £9 
FE ositiophiles® gc shite) it eee = chy 3a eee ee Da eee 4 


D’aprés Carl Klieneberger el Walter Carl (2), les chiffres sont 
variables suivant que le sang est prélevé 4 la queue ou a L’artére 


fémorale. 
ARTERE FAMORALE QUEUE 
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Les modifications de la formule leucocytaire sanguine dans 
les trypanosomiases ont été étudiées par de nombreux auteurs. 
Les résultats publiés sont assez différents : pour certains, Levi 
della Vida et Verdozzi (3), Yakiloff (4), M. Leger (5), c'est la 
lymphocytose qui caractérise la période d’état; pour d'autres, 
Goebel et Damon (6), les polynucléaires augmentent de nombre 
en méme temps que les trypanosomes; toutefois, la plupart 
s'accordent pour noler que mononucléaires et éosinophiles ne 
subissent pas de grandes variations. 

Dans nos expériences avec 7ryp. somaliense, la souris blanche 
réagit par une forte polynucléose; le nombre des mononu- 
cléaires et celui des éosinophiles ne varient que légérement 


(graphique n° 5) (7). 


) Traité technique @hématologie, Paris, 1923. 

) Die Blulmorphologie der Laboratoriumstiere, Leipzig, 1912. 

) Ann. @1. Sperim., 46, 1906. 

) Arch. Se. biol. (édit. ‘frane.), 13, février 1908. 

) Ces Annales, 23, 1909, p. 70. 

) Ann. Soe. Med. de Gand, 86, 1906. 

) Les courbes leucocytaires ont été établies 
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Notre spirochéte provoque au contraire chez la souris une 
forte mononucléose pouvant atteindre 40 p. 100 et qui diminue 
au fur et A mesure que l’infection s’atténue. Les poussées de 
mononucléaires précedent légerement les poussées spiroché- 
tiques (graphique n° 2). 

Dans l’infection mixte, l’examen de la réaction leucocytaire 
montre que l’organisme répond d’une fagon toute particuliére 
i cette double infection. Le graphique n° 8 est établi d’aprés 
les numérations provenant des examens quotidiens du sang 
d'une souris quiavait été inoculée avec un mélange de parasites 
tel que les trypanosomes sont apparus trois jours avant les spi- 
rochétes. On voit que la polynucléose du début coincide avec 
Vincubation et la multiplication des trypanosomes. Des que les 
spirochétes sont décelables, les polynucléaires diminuent tandis 
que survient une mononucléose qui se maintient pendant toute 
la durée de la spirochétose. Quand celle-ci se termine, les 
mononucléaires reviennent au taux normal. Et cette fois, c’est 
en présence d’une forte réaction & lymphocytes que les trypa- 
nosomes se multiplient et tuent animal. 

La comparaison de ces courbes nous montre que la mononu- 
cléose de l’infection spirochétique pure, témoin de la réaction 
de Vorganisme, se retrouve aussi importante dans l’infection 
mixte. Elle coincide nettement avec l’arrét de la trypanoso- 
miase; tant qu’elle subsiste, les trypanosomes demeurent a 
l'état latent; dés qu’elle cesse, la multiplication des trypano- 
somes s’opére immédiatement (graphique n° 8). 

Nous sommes done conduit & penser que l’anlagonisme spi- 
rochéto-trypanosomique nest direct qu’en apparence; qu'il 
résulte de la réaction provoquée dans l’organisme par la pré- 
sence du spirochéte. Cette réaction non spécifique est suffisante 
pour arréter momentanément la trypanosomiase, mais elle ne 
peut pas la juguler d’une fagon définitive. 

On comprend alors importance du pouvoir réactionnel de 
chaque individu et on s’explique que des animaux affaiblis 
pour une raison quelconque succombent 4 la trypanosomiase 
bien quwils aient encore des spirochétes dans leur sang. 
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Conclusions. 


Grace 4 la remarquable fixité de son pouvoir infeclieux pour 
la souris blanche, le spirochéte que nous avons isolé nous a 
permis d’observer, avec des caractéres relativement constants, 
Vinfection mixte trypano-spirochétique. 

Ce spirochéte protége la souris contre l’infection a Trypano- 
soma somuliense ; cette protection cesse dés que la maladie spi- 
rochélienne est terminée. 

Il ne s’agit pas d'une action antagonisle directe de l’un des 
parasites sur l'autre. C’est la réaction déclenchée par le spiro- 
chéte dans l’organisme qui s’oppose 4 la multiplication des 
trypanosomes. Un des éléments les plus évidents de cette réac- 
tion est la forte mononucléose sanguine dont le déclin précéde 
ja multiplication terminale des flagellés. 

On pourrait envisager un mécanisme analogue dans les 
rémissions obtenues dans la paralysie générale, 4 la suite de 
Vinoculation de l’agent de la fievre récurrente ou de |’hémato- 
zoaire du paludisme. 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Microbie technique.) 
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ETUDES SUR L’'AUTOLYSE MICROBIENNE 
ORIGINE DE L’ACIDE -OXYBUTYRIQUE 
FORME PAR AUTOLYSE 


par M. LEMOIGNE, 


Chef de Laboratoire 4 l'Institut Pasteur de Lille. 


(DEUXISME M®MOIRE) 


Dans un mémoire précédent, j'ai signalé la production de 
l'acide g-oxybutyrique (CH — CH.OH— CH? — COOL) au cours 
de l’autolyse d'un microbe trés voisin du Bacillus Megathe- 
rium (4). Une dilution aqueuse de ce bacille autolysé, corres- 
pondant & 100 grammes de matiére séche initiale, peut renfer- 
mer 14 4 12.grammes d’acide $-oxybutyrique. Le but du trayail 
actuel est de déterminer |’origine chimique de cet acide et sa 
conclusion est de montrer qu’il provientde la dépolymérisation 
et de Vhydratation d’une réserve ternaire en (C‘H*°O?)" qui 
constitue 18 & 20 p. 100 de la matiére séche des bacilles non 
autolysés. 

D’aprés les faits acquis ou les théories actuellement adoptées 
en chimie biologique, on ne peut concevoir que deux origines 
pour l’acide $-oxybutyrique. Il peut, tout d’abord, dériver des 
lipides par le processus de la $-oxydation et c’est 1a le méca- 
nisme exclusivement admis en physiologie animale. Il peut éga- 
lement provenir des glucides par dislocation de la molécule en 
C°, décarboxylation et aldolisation des produits obtenus. Cette 
théorie, qui n’a pas encore recu de justification expérimentale 
directe, s'impose presque pour expliquer les faits observés dans 
les fermentations butylique, butyrique et acétonique (2). 

Or, lacidification autolytique du bacille que j’ai étudié se 
produit, comme je l’ai indiqué dans le premier mémoire, aux 
dépens de substances intracellulaires, sans absorption d’oxygéne 
et sans dégagement sensible d’acide carbonique, ce qui, a priori, 
rend peu vraisemblable, dans ce cas particulier, les deux seules 
théories actuellement envisagées. Plusieurs autres hypotheses 
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pouvaient étre émises. Je n’exposerai que celle qui m’a conduit 
a des résultats positifs. Elle consiste & admettre l’existence 
d’une ou de plusieurs substances intracellulaires, peu diffu- 
sibles, de nature chimique encore inconnue et capables, par 
simple hydrolyse diastasique, de donner de l’acide 8-oxybuty- 
rique. 

Des expériences préliminaires, répétées & plusieurs reprises, 
m’ont permis de vérifier le bien-fondé de cette hypothése. Je 
ne citerai que deux essais. 


Premier Essal. — 10 cent. cubes d’une dilution aqueuse de 
bacilles non aulolysés sont additionnés de 10 cent. cubes de 
soude normale. Aprés dix minutes d’ébullition, on refroidit le 
mélange et on ajoute 10 cent. cubes d’acide sulfurique normal. 
La solution est fortement acide. On la titre avec de la soude 
décinormale. | 

Au début, 10 cent. cubes de dilution saturent 1 cent. cube 
de soude N/10. 

Aprés saponification, 10 cent. cubes de dilution saturent 
29 c.c. 1 de soude N/10. L’acidification obtenue par processus 
chimique est de 29 c.c. 1 alors que lacidification aulolytique 
est, au maximum, de 7. Il existe donc a l’intérieur des bacilles 
suffisamment de produits saponifiables pour expliquer cette 
acidification par simple hydrolyse diastasique. 

Mais encore faut-il que les produits de !a saponilivation soient 
voisins de l’acide $-oxybutyrique. 


Deuxiime essat. — 200 grammes d’une dilution aqueuse du 
bacille M non aulolysé sont additionnés de 100 cent. cubes 
de soude normale et ,maintenus cing minutes a |’ébullition, 
Apres refroidissement, on acidifie avec 100 cent. cubes d'acide 
sulfurique normal. On épuise le liquide par l’éther, dans un 
entonnoir a décantation. Le solvant, aprés évaporation, laisse 
une masse acide, cristallisée et formée, non pas d’acide B-oxy- 
butyrique, mais de son produit de déshydratation, l’acide 
a-crotonique CH? — CH= CH — COOH. 

Les méthodes de caractérisation de cet acide ont été décrites 
dans le premier mémoire (1). 

Ces essais préliminaires montrent netlement que l’hypothése 
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envisagée peut conduire & des résultats positifs et qu'il existe 
réellement, dans les cellules du bacille M, des substances 
capables de fournir des dérivés de l'acide 8-oxybutyrique. 

Rechercher, isoler et caractériser ces produits, les étudier au 
point de vue chimique et établir des méthodes permeltant de 
les doser, et enfin suivre leurs variations quantilatives au cours 
de l’'aulolyse sont les problemes que je traiterai dans ce travail. 

Les résultats obtenus sont groupés dans les quatre para- 
graphes suivants. 


1. — Recherches de substances productrices d'acide p-oxybuty- 
rigue. 
Il. — Etude chimique et analytique des substances de la sérve 


b-oxrybulyrigue. 
Ill. — Origine de lacide b-orybutyrique. 
IV. — Conclusions. 


]. — RecuEeRCHES DE SUBSTANCES PRODUCTRICES 
D'ACIDE B-OXYBUTYRIQUE. 


Pour effectuer cette recherche, j’ai entrepris analyse chi- 
mique systématique des corps microbiens avant autolyse. Cette 
analyse est incomplete, car elle est exclusivement orientée vers 
la caracterisation de substances productrices d’acide 6-oxybu- 
tyrique. 

Les microbes sont cultivés et récoltés suivant la technique 
que j'ai décrite dans le premier mémoire. Le milieu employé 
a toujours été le mout de biére, non houblonné, gélosé et addi- 
lionné de 1 gramme 5 p. 1.000 d’urée. 

La teneur des bacilles en azote est, en moyenne, de 5 p. 100 
de la matié¢re séche. Cette pauvreté en azote indique, a priori, 
existence d’une réserve importante non azolée. 

La masse microbienne est tout de suite délayée dans quatre 
volumes d’alcool & 95°. On évite ainsi l’autolyse qui commence 
trés rapidement en milieux aqueux. Apres filtration, les corps 
microbiens sont essorés et épuisés & fond par l’alcool bouillant. 
Les solutions alcooliques chaudes, parfaitement limpides, pré- 
cipitent a froid. On les porte 41a glaciére et on filtre aprés 
quelques heures. Les filtrats alcooliques froids ainsi obtenus 
sont réunis au premier filtrat hydroalcoolique. Cette tech- 


ETUDES SUR L’AUTOLYSE MICROBIENNE 454 


nique permet d’obtenir trois fractions que je vais étudier suc- 
cessivement. 

Premiere fraction: Filtrats hydroalcoolique et alcooliques. 

Deuxieme fraction: Précipités obtenus par refroidissement des 
solutions alcooliques chaudes. 

Troisiéme fraction : Masse microbienne insoluble dans lalcool 
bouillant. 


PREMIERE FRACTION : FILTRATS HYDROALCOOLIQUE ET ALCOOLIQUES. 
— Par son extrait cette fraction représente 254 30 p. 100 de la 
matiére séche initiale. Hétérogéne, elle peut étre facilement 
scindée en plusieurs fractions plus simples. On distille l’alcool 
et le résidu, transvasé dans une capsule, est additionné d’eau 
et chauflé au bain-marie pour éliminer tout l'alcool. Le liquide 
brun foncé ainsi obtenu contient un précipilé. On filtre «t on 
lave a l'eau distillée. 

a) So/u/ton aqueuse. — Son extrait correspond & 23-28 p. 100 
de la matiére séche totale. Il est constitué surtout de produits 
incapables de donner de l’acide 8-oxybutyrique. Tous lesrésullats, 
sauf avis contraire, sont rapportés & 100 grammes de bacilles 
secs, 

On trouve: 1° Du maltose, caractérisé par ses pouvoirs 
réducteur et rotatoire et son osazone: 12,0 p. 100; 

2° Des mati@res azotées: 1 & 2 p. 100; 

3° Des cendres et notamment des phosphates : 0,5 p. 100; 

4° Des substances indéterminées, non productrices d’acide 
p-oxybutyrique: 78 8 p. 100. 

Comme substances de la série §-oxybulyrique je n’ai trouvé 
que cet acide lui-méme, libre et éthérifié : 1.41,5 p. 100. 

b) Précipité insoluble dans leau. — Ne représente que 2 a 
2,5 p. 100 du poids sec des microbes. Complexe, cette fraction 
est constituée par un précipité grenu, gris sale et par des parti- 
cules cireuses rougedtres que l’éther sépare facilement du pré- 
cipité gris. 

Cette substance rouge a l’aspect ducérumen. Elle est saponi- 
fiable, mais le peu dont je disposais ne m’a pas permis de ter- 
miner |’étude de ses produits de saponification. Cette matiére, 
_d’aspect cireux, est sans doute intéressante pour la connais- 

sance du métabolisme général des bacilles, mais ne peut, au 
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point de vue spécial qui nous occupe, avoir une grande impor- 
tance car elle ne varie pas sensiblement au cours de l’autolyse 
et ne représente au plus que 1a 1,5 p. 100 du poids sec des 
microbes. 

La poudre insoluble dans |’éther est épuisée par l’alcool bouil- 
lant. Une portion minime constitue une poudre noire’ insoluble 
que je n’ai pu étudier (0,05 p. 100). Le reste se dissout facile- 
ment dans l’alcool bouillant, mais reprécipite & froid. C’est une 
substance productrice d’acide f-oxybutyrique et identique a 
celle qui constitue la deuxiéme fraction. On en trouve environ 
0,5 p. 100. 


Drvx1iME FRACTION: PRECIPITH OBTENU PAR REFROIDISSEMENT DES 
SOLUTIONS ALCOOLIQUES CHAUDES. — Cette fraction est peu impor- 
tante, quantitativement, si l’on a soin d’opérer avec des 
microbes frais. Mais elle augmente trés vite dés le début de 
lautolyse, et l'on trouve des résultats variables suivant les con- 
ditions de l’expérience. Avec une faible masse microbienne, la 
récolte est rapide et surtout le mélange avec l'alcool est immé- 
diat: lautolyse est nulle et les chiffres obtenus [sont. faibles 
(1 p. 100 environ). Avec une quantité importante de bacilles 
frais, 1 kilogramme par exemple, la récolte est longue et le 
mélange avec l’alcool dure un certain temps. L’autolyse débute 
et les chiffres trouvés peuvent atteindre 3 p. 100. 

Cette substance fond a 120° et, par saponification, donne de 
Vacide 6-oxybutyrique mélangé avec de l’acide «-crotonique. 
Elle est donc intéressante au point de vue qui nous occupe et 
je l’étudierai dans le deuxiéme paragraphe. 

En résumé, dans ces deux premieres fractions, nous n’avons 
trouvé, comme produits 8-oxybutyrique, que l’acide lui-méme 
(1 &1,5 p. 100) et que ce produit fondant a 120° (0,5 dans la 
premiére fraction et 1 &3 p. 100 dans la seconde). En tout, 
cela fait au maximum 5 p. 100 du poids sec. Or, par autolyse, 
il se forme 11 a 12 grammes d’acide. La substance productrice 
d’acide f-oxybutyrique, si elle existe réellement, doit donc 
étre accumulée dans la troisiéme fraction. | 


TROISIEME FRACTION : MASSE MICROBIENNE INSOLUBLE DANS L’ ALCOOL 
BOUILLANT. — C’est la fraction la plus importante car elle con- 


~~. % 
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stilue 66 & 67 p. 100 du poids sec des microbes. Sa teneur en 
azote (6 p. 100) environ, plus élevée que celle des microbes non 
6puisés & l’alcool, est encore faible, ce qui indique la présence 
d'une quantité importante de substances ternaires. Sa composi- 
lion est naturellement fort complexe et le but que je me suis 
proposé en faisant ce travail ne me conduisail pas & entreprendre 
son étude, méme sommaire. Toutefois, je signalerai qu’au _ 
cours de mes recherches, j’ai observé la présence d’une sub-— 
stance azotée, trés facilement hydrolysable par l’acide chlor- 
hydrique, avec formation d’azote soluble dans l’alcool et d’une 
substance réductrice qui est sans doute un pentose et d’acide 
phosphorique. Je citerai l’exemple suivant : 100 grammes: 
de hbacilles épuisés a fond par l’alcool et desséchés donnent 


les résultats suivants : 
AVANT APRES 
HYDROLYSE HYDROLYSE 


Azote soluble dans alcool. ........ 0 Sell 
Substance réductrice (en glucose) .... . 0 19) A3 
P*0* soluble dans eau... .... eget EPACES. 0,975 


Pour rechercher la substance productrice d’acide 6-oxybuty- 
rique, j'ai traité les bacilles épuisés & fond par l’aleool bouil-— 
lant, desséchés et réduils en une poudre trés fine, par une série 
de solvants : éther. benzine, toluéne, etc. Seuls le chloroforme 
et le xylol m’ont donné des résultats positifs. L’emploi du 
chloroforme est particuliérement avantageux. On obtient, apres 
évaporation dusolvant, une substance qui fond, aprés purifica- 
tion, a 157° et qui, par saponification, donne les acides p-oxybu- 
tyrique et «-crotonique. C’est donc la substance que je recher- 
chais. Mais par des épuisements directs, méme prolongés et 
répétés a plusieurs reprises, je n’ai obtenu que des rendements 
faibles et variables. C’est ainsi qu'une méme poudre m’a donné 
successivement 11,76 et 13,87 p. 100 de ce produit correspon- 
dant respectivement 4 7,76 et 9,15 p. 100 du poids sec des 
microbes non épuisés par l’alcool. Ce produit ne peut done, 
expliquer la formation des 11 & 12 grammes d’acide ¢-oxybu- 
tyrique formés par autolyse. 

J'ai recherché si cette substance n’existe pas en plus forte 
proportion, mais dans un état tel que le chloroforme seul ne peut 
pas la dissoudre en totalité. La variabilité méme des résultats 
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obtenus m’a confirmé dans cette maniére de voir. Aprés divers 
essais, j'ai adopté comme traitement préalable de la poudre, 
avant son extraction par le chloroforme, I’hydrolyse par l’acide 
chlorhydrique a 20 p. 100. La technique de cette opération sera 
décrite dans la partie analytique. 

Grace A cette méthode, j’ai pu augmenter et régulariser les 
rendements. C'est ainsi que l’échantillon qui, par exlraclion 
directe, m’avait donné des rendements de 11,76 et de 13,87, m’a 
permis d’obtenir dans deux dosages successifs 26,11 et 26,14 
correspondant a 17,23 et 17,25 p. 100 de la matiére totale avant 
épuisement par l’alcool. Ces teneurs sont largement suffisantes 
‘pour expliquer la production des 11 & 12 grammes d’acide 
6-oxybutyrique. 

En résumé, cette analyse des bacilles non autolysés nous a 
donné des résultats positifs, puisqu’elle nous a permis d’isoler 
quatre produits différents de la série B-oxybutyrique : 

1° L’acide 6-oxybutyrique libre; 

2° L’acide B-oxybutyrique éthérifié; en tout 1 4 1,5 p. 100; 

3° Un produit fondant a 120°; 1.43 p. 100; 

4° Un produit fondant a 157°; 17 4 19 p. 100. 

Ce tableau permet de prévoir que l’acide 6-oxybutyrique 
provient du produit fondant & 157°. Mais il reste a le prouver 
par une expérience directe et pour cela observer ce que devien- 
nent ces quatre substances pendant l’autolyse. Avant d’entre- 
prendre cette étude, il convient de décrire les deux produits 
fondant & 120° et & 157° qui ne sont pas encore connus ep 
chimie et d’exposer avec précision Jes méthodes employées pour 
doser ces quatre substances de la série $-oxybutyrique. 


Il. — Erupr cummMiqgue ET ANALYTIQUE 
DES SUBSTANCES DE LA SERIE 8-OXYBUTYRIQUE. 


1° Acipe $-OXYBUTYRIQUE TOTAL. — Cet acide a été caractérisé 
et dosé par les méthodes décriles dans le premier mémoire. 


2° ACIDE 8-OXYBUTYRIQUE ETHERIFIZ. — Cet acide, qui est tras 
probablement a l’acide $-oxybutyrique ce qu’est l’acide dilac- 
tique a l’acide lactique n’a pas été isolé en nature, mais sa for- 
mation a été signalée dans le premier mémoire [4]. 
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Afin d’expliquer la méthode employée pour apprécier la 
quantité d’acide éthérifié, je donnerai un exemple de calcul. 

Une dilution microbienne dans l’eau distillée et traitée 
comme pour un dosage d’acide $-oxybutyrique : concentration 
de la solution hydro-alcoolique, mélange du résidu avec du 
sable et extraction par l’éther de la poudre préalablement des- 
séchée dans le vide. J’ai substitué le sable calciné au platre 
tout d’abord employé, ce dernier contenant parfois du carbo- 
nate de chaux, ce qui conduit & des erreurs de dosage. L’extrait 
éthéré est repris par l'eau, amené & 100 cent. cubes et filtré. 
On détermine la déviation polarimétrique dans un tube de 
50 centimetres, et l’acidité titrable directement par la soude 
N/10. Aprés addition d’un exces de soude titrée, on chauffe au 
bain-marie pendant un quart d’heure. Aprés refroidissement 
on ajoute suffisamment d’acide sulfurique N/10 pour rendre la 
solulion acide et on titre 4 la soude. Dans le cas pris comme 
exemple, on obtient les résultats suivants : 


I. Acide $-oxybutyrique dosé par le polarimétre . . . 1 gr. 61 
II. Acidité titrable directement (exprimée en acide 
SAOXV DULY LUQUE) 2. Rave tet ies ae lak ortenis tan SubQne her Ave ao 
Ill. Acidité titrable aprés saponification (exprimée en 
Bede B-OxXWOUby TIME ie cae dek=bs fyel aticeaeieran fe ire 7h 


La différence entre II] et I, soit 0,100 gramme, correspond & 
Vacidité due 4 un acide autre que l'acide $-oxybutyrique. On 
doit Ja retrancher de l’acidité titrable directement [II] pour 
avoir la quantité d’acide $-oxybutyrique non éthérifié (soit 
1,19— 0,10 1,09). Par différence entre l’acide $-oxybuty- 
rique et ce méme acide non éthérifié, on obtient l’acide éthé- 
rifié (soit 1,61 —1,09 = 0,52). 

En résumé, les résultats sont les suivants : 


Acide $-oxybutyrique total .......-+.-. 1 gr. 641, soit 100 
Acide 8-oxybutyrique libre... ......-+.. 1 gr. 09, soit 68 
Acide 8-oxybutyrique éthérifié......... 0 gr. 52, soit 32 

3° Propuir Fonpant A 120°. — Ce produit a été décrit dans 


le Bulletin de la Société de Chimie biologique [3]. Je ne don- 

nerai ici qu'un résumé de ses propriétés physicochimiques et 

un exposé de la méthode employée pour le doser. 
Préparation et purification. —— Les bacilles précipités par 
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Valcool sont épuisés a fond par ce solvant bouillant. Les solu- 
tions alcooliques chaudes sont refroidies. Le précipité qui se 
forme est séparé par filtration, lavé & lalcool froid et a 
l'éther. Apres départ du solvant, on dissout la poudre blanche 
dans du chloroforme et on précipite par l’éther. On filtre, on 
lave par |’éther que l’on élimine par séjour dans le vide et enfin 
on met le produit & l’étuve a 100-105° jusqu’a poids constant. 

Propriétés physiques. — Parfaitement blanc, ce produit, 
encore imprégné d’alcool, a un aspect cireux. Au microscope il 
apparait constitué de fines aiguilles cristallines groupées en 
étoiles ou sphérules épineuses comme certains acides gras. Sec, 
il forme une masse légére, facile & réduire en une poudre trés 
fine, inodore et sans saveur. Il fond & 120° (bloc Maquenne). 
Son point d’ébullition ne peut étre déterminé car la chaleur le 
décompose en acide «-croltonique. 

Insoluble dans l'eau, l’éther, la benzine, le toluéne, peu 
soluble dans l’alcool froid (1 partie dans 1.125 cent. cubes 
alcool a 95° & la température de 15 & 20°), il est facilement 
soluble dans l’alcool bouillant, l’acide acétique cristallisable, le 
phénol et le chloroforme. La solution chloroformique est lévo- 
gyre. . 

Propriétés chimiques. — La propriété fondamentale de ce 
produit est d’étre décomposé par les solutions alcalines & 
Pébullition. Les produits exclusifs de cette saponification somt 
acide $-oxybutyrique et son produit de déshydratation, l’acide 
«-crolonique. Le rapport qui existe entre les quantités de ces 
deux acides est variable. Par l’emploi de la soude concentrée 
et surtout d’acide sulfurique concentré pour revenir en milieu 
acide, on peut augmenter la proportion d’acide «-crotonique. 
Mais, méme en faisant usage de solutions alcaline et acide 
faibles je n’ai pu en avoir moins que 33 p. 100. 

L’indice de saponification est de 650,74. 

L’analyse élémentaire donne les résultats suivants : 


es See ee Se) ee 35,33 p. 100 
| arperete ss heel oder IS SF, Tis ae 
©) Sp OO 1 AA SAG Ties tr BEG 


Ces chiffres conduisent & la formule brute (C*H*02)". 
La cryoscopie, en employant le phénol fraichement purifié 
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comme solvant, conduit & admettre pour n la valeur de 6 et la 
formule devient : 


(C4H8O?)6 ou C2420 12, 


Cette formule est trés probable, mais il ne faut pas la con- 
sidérer comme certaine, étant donné l'imprécision des déter 
minations cryoscopiques pour les poids moléculaires élevés. 

La conclusion de ces essais est que le produit envisagé est 
un dérivé de déshydratation et de polymérisation de l’acide 
8-oxybutyrique et. trés vraisemblablement un polylactide (hexa- 
lactide). 

Dosage. — On opére sur les microbes humides ou sur leur 
dilution aqueuse en partant d'une quantité correspondant a 10 
a 15 grammes de matiére séche. La prise d’essai est exactement 
pesée et, sur un autre échantillon identique, on détermine 
Vextrait sec. Aprés précipitation par l’alcool et filtration du 
liquide hydroalcoolique, la masse microbienne insoluble est 
soigneusement recueillie et mise dans un appareil de Kuma- 
gawa, ou a défaut dans un large tube de 5 centimétres de 
diamétre. On épuise au réfrigérant ascendant avec Ialcool 
bouillant. Quand on emploie le tube, on répéte les extractions 
cing a six fois. Les liquides alcooliques réunis sont maintenus 
une douzaine d’heures 4 la température du laboratoire. On 
recueille le précipité qui s’est formé sur un filtre a plis, dessé- 
ché et taré. Le filtrat estamené 8100 cent. cubes par distillation et 
concentration au bain-marie et maintenu vingt-quatre heures 
& 15-20°. Sil y a formation d’un nouveau précipité, ce qui est 
le cas général, on le sépare sur le méme filtre qui est lavé a 
V’éther; puis, aprés évaporation du solvant, mis 4 |’étuve a 
100-105° jusqu’aé poids constant. Au poids obtenu, on -ajoute 
0 gr. 069 correspondant 4 la quantité du produit dissous dans 
100 cent. cubes d’alcool & 95° et & la température de 15 a 20°. Le 
résultat est rapporté,!par calcul, & 100 grammes de matiére 
séche initiale. 


4° Propuit FONDANT 4 157°. — Comme celui fondant & 120°, 
ce produit a été décrit dans un mémoire publié dans le 
Bulletin de la Société de Chimie biologique (3). 
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Préparation et purification. — La matiére premiére dont on 
part est la poudre obtenue par broyage des corps microbiens 
épuisés & fond par l’alcool bouillant et privé de solvant par 
séjour & l'étuve & 100-105°. Cette poudre est hydrolysée par 
acide chlorhydrique, comme il sera indiqué au sujet du 
dosage, desséchée et épuisée par le chloroforme. La solution 
chloroformique est précipilée par l’éther. Le produit blanc 
obtenu est séparé par filtration, lavé& l’éther, qui est éliminé 
par évaporation: On purifie par redissolutions et reprécipita- 
tions successives. Finalement, on épuise par l’alcool bouillant 
jusqu’2 ce que l'on obtienne une poudre qui, privée d’alcool, 
fonde & 157°. 

Propriétés physiques. — Le produit purifié est parfaitement 
blanc. Au microscrope, il ne semble pas cristallisé. Obtenu par 
évaporation de sa solution chloroformique, il forme une pelli- 
cule, transparente si elle est mince, blanche et opaque si elle 
est plus épaisse, mais en tous cas cohérente et se détachant 
spontanément et facilement des parois des récipients. Ce pro- 
duit fond & 157° au bloc Maquenne. 

Sous l’action de la chaleur, il se décompose en donnant de 
acide «-crotonique. Insoluble dans l'eau, l’éther, l’acétone, la 
benzine, le toluéne, le sulfure de carbone et l’alcool froid, il se 
dissout facilement dans te chloroforme, le xylol, l’acide acétique 
cristallisable et le phénol. L’alcool bouillant le dissout peu 4 
peu, mais il n’ya pas 1a, a proprement parler, une dissolution, 
mais bien une transformation. En effet, le produit passé en 
solution n’est pas identique au produit primitif. Ayant la 
méme composition et les mémes propriétés chimiques, il fond 
a des températures variables allant de 135 4 145°. Cette trans- 
formation, lente et trés incompléte avec l’alcool seul, est rapide 
et beaucoup plus profonde, si l’on ajoute un peu d’acide chlor- 
hydrique. Il ya la, trés vraisemblablement, un phénoméne de 
dépolymérisation. 

Propriétés chimiques. — Comme le produit fondant a 120°, 
cette substance est saponifiable et les produits exclusifs de cette 
saponification sontl’acide 8-oxybutyrique et l’acide «-crotonique. 
La décomposition par les alcalis est beaucoup plus difficile 
qu’avec le produit fondant 4 120° et l’ébullition doit étre main- 
tenue cinq a six heures. On trouve toujours, au moins, une partie 
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d’acide «-crotonique pour deux parties d'acide 8-oxybutyrique. 

Pour l'indice de saponification et la composition centési- 
male, on trouve les mémes résultats que pour le premier pro- 
duit et la formule brute a laquelle on arrive est identique : 
(C‘H*°O?)". La cryoscopie, en emplovant le phénol comme sol- 
vant, ne donne pas des résultats certains, mais indique nette- 
ment un poids moléculaire plus élevé que celui de la substance 
fondant & 120°. 

Par ses propriétés physiques et chimiques, ce produit se rap- 
proche du hAyalino/, trouvé en petites quantités par Goris dans 
le bacille tuberculeux (4). Le hyalinol fond & + 175° et, par 
saponification, donne les acides «-crotonique et isocrotonique. 
Goris ne signale pas la formation d’acide 8-oxybutyrique. 

Dosage. —3 85 grammes de poudre microbienne compléte- 
ment épuisée par l’alcool bouillant et desséchée a 100-105? sont 
exactement pesés dans un vase Pyrex de 200 cent. cubes, forme 
haute, délayés dans 50 cent. cubes d’eau distillée. Quand le 
mélange est effectué, on ajoule 10 cent. cubes d’acide chlorhy- 
drique 4 22° Baumé et on porte & l'ébullition en agitant régu- 
liérement et constamment avec une baguette de verre. On 
maintient l’ébullition pendant cing minutes. Le liquide mousse, 
“mais aucune perte n'est a craindre si l’on régle convenablement 
le gaz. On verse toute la substance sur un entonnoir de Buchner 
de grand diamétre (D = 25 centimétres), garni d'un disque de ~ 
papier Chardin. Le verre et le filtre sont lavés a leau distillée 
chaude. On fait le vide pour activer la filtration. Par cette mé- 
thode, celle-ci est immeédiate et le lavage est facile. Il faut avoir 
soin de répartir la substance insoluble sur toute la surface du 
disque de papier. Le filtrat est toujours un peu louche. On 
Vaméneaun volume déterminé (300 cent. cubes) et on filtre & plu- 
sieurs reprises sur un méme filtre & plis jusqu’a ce que l'on 
obtienne une solution parfaitement limpide. Cette solution peut 
servir éventueliement a doser l’azote, l’acide phosphorique et la 
substance réductrice qui, comme je l’ai indiqué, ont été solubi- 
lisés par ce traitement. Le disque de papier Chardin et le filtre 

-aplissont desséchés, puis découpés en bandelettes quel’on épuise 
a fond par le chloroforme bouillant. Cette technique, qui fournit 
la matiére & épuiser sous forme d’un enduit trés adhérent et 
extrémement mince, permet d’éviter le broyage du produit 
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aprés hydrolyse, opération qui entrainerait des perles cer- 
taines, mais qui serait indispensable, sil’on opérait autrement. 
La solution chloroformique est évaporée dans une capsule tarée 
qui est pesée aprés séjour suffisant a I’étuve a 100-1059. 

Les résultats sont obtenus par rapport & 100 grammes de 
microbes secs épuisés par l’alcool bouillant. Il est facile de les 
rapporter & 100 grammes de matiére séche initiale, connaissant 
la proportion de la masse microbienne qui résiste & I’épuise- 
ment par l’alcool bouillant. 


Itl. — OricinE DE L'ACIDE $-OXYBUTYRIQUE. 


Ayant caractérisé la présence de produits 8-oxybutyriques 
dans les bacilles non aultolysés, exposé leurs principales pro- 
priétés physicochimiques el établi des méthodes d’analyse, je 
puis étudier leurs variations au cours de l’autolyse, ce qui per- 
mettra de déterminer l’origine de l’acide $-oxybutyrique. 

Je citerai tout d'abord une expérience d’orientation. 

J'ai recherché ce que devient pendant l’autolyse la masse 
microbienne qui résiste a l’alcool bouillant et déterminé, 
notamment, s'il y a solubilisation de la matiére azotée. 

Tous les résultats, sauf indication contraire, sont rapportés 
a 100 grammes de matiére séche initiale. Jindique l’acidité de 
la dilution microbienne pour montrer la marche de l’autolyse. 


DUREE DE L’AUTOLYSE A 30° 
eT eg 
Au début 2 jours 6 jours 


Acidité en centimétres cubes de solu- 


tone SMT Pe oe eee 24,26 82,50 412,50 
Azote tolal, en grammes. ......... 4,85 4,80 4,80 
Masse microbienne épuisée par l’alcool 

(Trolstemie fraction): eee same 65,44 57,68 47,85 
Azote pour 100 de la troisiéme fraction. 5,99 6,87 1,44 
Azote total de la troisiéme fraction . . 3,92 3,96 8,56 


Cet essai montre nettement la diminution considérable que 
subit la masse microbienne insoluble dans l’alcool bouillant 
(3° fraction), puisqu’elle passe de 65 gr. 44 a 47 gr. 85 en six 
jours, soit une diminution de 17 gr. 59. On est tout naturel- 
lement amené & penser que cette solubilisation est liée a 
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Vacidification qui se produit parallélement. D’autre part, les 
résultats concernant l’azote montrent que cet élément ne joue 
qu'un réle insignifiant dans ce phénoméne. En effet, tandis que 
la masse microbienne insoluble dans l’alcool diminue, sa 
teneur en azote augmente et, finalement, l’azote précipitable 
par l’alcool reste sensiblement constant. Il n’y a une légére dimi- 
-nution que vers la fin de l’essai, alors que l’acidification est 
beaucoup moins rapide. J’ai conclu de cette expérience que la 
substance productrice d’acide $-oxybutyrique doit étre contenue 
dans cette troisi¢me fraction et, de plus, doit étre une substance 
non azotée. 

C’est en partant de ces résultats que j’ai fait les recherches 
qui m’ont permis d’isoler le produit fondant & 157°. 

Tous les faits exposés jusqu’ici conduisent & admettre que 
ce produit est la substance méme de l’acide §-oxybulyrique. Il 
reste & en donner la preuve directe. 

baceuaience que je vais décrire a été vérifiée a plysiquae 
reprises. Je n’en donne qu'un exemple. 

600 grammes de bacilles d’une culture de deux jours sont 
délayés dans de l’eau distillée stérile. Aprés homogénéisation, 
on décante successivement deux fois pour n’employer qu'une 
dilution parfaitement uniforme. On détermine son extrait sec 
et on la répartit dans quatre fioles stériles. Comme d’habitude, 
ces manipulations sont faites suivant la technique déja indiquée 
dans le premier mémoire et en prenant les précautions néces- 
saires pour éviter toute contamination. Le premier échantillon 
est analysé de suite et les autres, aprés un séjour de quatre, 
neuf et dix-neuf jours & |’étuve 4 30°. Les flacons contiennent 
respectivement 245,7, 271,4, 275,4 et 280,6 grammes de dilu- 
tion 46,0148 p. 100 de matiére séche initiale. 

Dans chaque cas, on détermine directement l’acidité totale, 
Vacidité soluble dans l’éther avant et aprés saponification, 
lacide 6-oxybutyrique, le produit fondanta 120°, la masse micro- 
bienne insoluble dans l’alcool bouillant et sa teneur en produit 
fondant & 157°. On déduit de ces données les résultats suivants 
qui sont tous ramenés & 100 grammes de matiére séche 


initiale. 
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DUREE DE L'AUTOLYSE 
—7“_——oooEE eee 
Au début 4 jours 9 jours 19 jours 


Acidité en centimétres cubes de 


solutions N islets Pea tate is meee eon 424,4 436,6 445,0 
Acide 8-oxybutyrique total, en 

PYAMMES S56 3h yy ee ach 10,6 44,5 13,2 

Acide otheniie  ¢ Ut) poe 1,08 3,4 3,2 3,2 
Acide Js) Yours oe Pe as cl ae0, 52 1,2 8,3 40,0 
Produit fondant & 120°, en oe meetin) a9 atl yates 
Produit fondant 4 1579, en gr. . 47,2 6,9 4,4 4,2 


Ce tableau permet de formuler un certain nombre de con- 
clusions : 

1° L’acidification autolytique, dans le cas du bouillon M, est 
due, pour la majeure partie, & la production $-oxybutyrique. 
Ce n’est 1a que la confirmation des résultats auxquels j’étais 
arrivé dans le premier mémoire. Si lon exprime en centi- 
métres cubes de solution normale lacidité due 4 l’acide 6-oxy- 
butyrique, en partant des données précédentes, on arrive aux 


résultats suivants : 
DUREE DE L'AUTOLYSE 
RE ear 
Audébut 4 jours 9 jours 19 jours 


Acidité totale en centimétres 

cubes de solutionN ..... 21,91 424,1 136,6 1450 
Acidilé due a l’'acide oxybuty- 

rique en cenlimétres cubes de : 

ROlutOn Nee es ee 15,4 - 104,9 440,5 126,9 
Acidité due 4 l’acide B-oxybuty- 

rique pour 100 de Vacidité 

COtale. 2) ate nein ane Med 70,6 84,0 81,0 87,5 


2° Au début, la majeure partie de l’acide 8-oxybutyrique est 
éthérifiée. Au contraire, au cours de l’autolyse, alors que 
Vacide libre augmente beaucoup, celui qui est éthérifié croit 
trés peu de sorte que son pourcentage par rapport & acide total 
ne cesse de diminuer. Le tableau suivant, calculé d’aprés les 
données précédentes, indique bien ce fait. Les résultats sont 
exprimés en pour cent de l’acide f-oxybutyrique total : 


DUREE DE L AUTOLYSE 
gen cn 
: Au début 4 jours 9 jours 19 jours 
Acide §-oxybutyrique éthérifié . . . 68,8 32,0 28,0 2h 9 
Acide g-oxybutyrique libre. .... 31,2 68,0 72,0 75,8 


Pe, 
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3° Le produit fondant & 120° croit au cours de lautolyse, 
rapidement au début, insensiblement par la suite, comme 
lacide g-oxybutyrique. C’est donc, comme ce dernier, un pro- 
duit d’autolyse. 

4° Le produit fondant & 157° ne cesse de diminuer pendant 
Pautolyse, rapidement les premiers jours, lentement les sui- 
vants. Sa courbe est l'inverse des courbes de l’acide 8-oxybuty- 
rique et du produit fondant 4 120°. Ce fait prouve trés nette- 
ment que ces deux substances en dérivent. On peut s’en rendre 
comple avec plus de certitude. Si l’on fait la somme des 
substances 6-oxybultyriques & un moment quelconque de l’auto- 
lyse, on constate qu’elle ne varie pas. Pour effectuer cette 
somme, il faut tenir compte du fait que, pour donner une 
molécule d’acide en C‘H*O* de poids moléculaire égal & 104, le 
produit fondant 4157° de formule brute (C‘E*O?)" et de poids 
moléculaire égal a (86)" doit fixer une molécule d’eau. Avant 
d’additionner les chiffres trouvés, on devra donc multiplier les 
résullats obtenus pour lacide $-oxybutyrique par le coeffi- 
cient 0,826 égal au rapport des poids moléculaires 86/104. 


Somme des produits §-oxybutyriques 
pour 100 grammes de matiére séche initiale. 


(AUECEDU SCI sets Oeseehe fade Menke ted ie hie fol fae tnadle taht 19 ert. 5 
Apres quatre jours d’autolyse ...........+.. 190 or.6 
Apres neuf jours d’autolyse... . 2. 2 6 ws ww 19 gr. 6 
Aprés dix-neuf jours d’autolyse...... Py ies ab 207ers 9 


Il n’y a de différence que pour le quatriéme échantillon qui 
est resté dix-neuf jours a 1 étuve et qui, nécessairement, a subi 
une évaporation qui peut amener une erreur de cet ordre de 
grandeur. C 

La constance de cette somme permet de présenter les 


résultats précédents sous une forme trés frappanle : 


Répartition des substances $-oxybutyriques 
pour 100 de produits en (CG‘*H°O?)". 


DUREE DE L’AUTOLYSE 
ni 
Au début 4 jours 9 jours 19 jours 


p- 100 p.100 p.100  p. 100 
Transformées en acide 8: oxybu- 
WVEEGUC: ve cara) eons Goleman «i <0 a0),00 44,9 48,4 52,1 
Produit fondant 8 120°. .... 5,15 19,8 29),2 27,8 
” Produit fondant & 157°. . . . . 88,20 35,30 22,40 20,40 
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L'origine de Vacide f-oxybutyrique obtenu par autolyse 
microbienne apparait ainsi trés nettement. Le microbe frais 
renferme une réserve intracellulaire correspondant de 17 a 
20 p. 100 de la matiére séche totale et qui est constituée par un 
produit de polymérisation et de déshydratation de l’acide B-oxy- 
bulyrique ayant comme formule brute (C*H°0*)". Au cours de 
V'autolyse, ce produil se dépolymérise en donnant une nouvelle 
substance de méme formule brute, mais de poids moléculaire 
moins élevé et, en shydratant, de l’acide f-oxybutyrique. 
L’acidification intense produite par cet acide ralentit et arréte 
le phénoméne. Elle doit également entraver les actions protéo- 
lytiques qui caractérisent en général les phénomeénes de l’auto- 
lyse. . 
Ce processus de solubilisation du produit fondant a 157° est 
arapprocher de la saccharification diastasique de l’amidon. 
Dans les deux cas, il y a formation de substances de dépolymé- 
risation (produit fondant & 120° et dextrines) et de dépolyméri- 
sation et d’hydratation (acide 6-oxybutyrique et maltose). 

L’acide 8-oxybutyrique formé par autolyse microbienne ne se 
forme donc par aucun des deux processus envisagés Jusqu’a ce 
jour : dédoublement, décarboxylation et aldolisation des glu- 
cides ou 6-oxydation des acides gras dérivés des lipides. Mais, 
a ce sujet, il convient de faire les remarques suivantes : 

Nous avons fait dériver l’acide $-oxybutyrique de l’hydrolyse 
d’une réserve en (C‘lI'O?)” : la question de l’origine de cette 
substance reste entiére. Les lipides sont hors de cause, le 
milieu de culture n’en contenant pratiquement pas. Mais un tel 
produit pourrait dériver des glucides ou des protéides. Cette 
question fera l’objet d’une prochaine publication. 

- Dautre part, il y a lieu de se demander si la production 
d'une substance capable, par simple hydrolyse, de donner de 
lacide 8-oxybutyrique est un phénoméne spécial a certains 
bacilles, une rareté biologique ou, au contraire, un fait d'une 
portée beaucoup plus générale. En particulier, il serait inté- 
ressant de savoir si les animaux supérieurs sont capables de 
faire une telle synthése. Sil en était ainsi, ce fait pourrait 
avoir une grande importance, car il pourrait modifier plus ou 
moins nos conceptions actuelles sur les phénoménes si intéres- 
sants de l’aeétonurie. J’ai entrepris.& ce sujet’ des recherches 
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qui sont en cours. Néanmoins, la synthése de tels produits par 
des étres supérieurs est une possibilité dont il faut tenir 
compte. Elle n’avait jamais pu étre envisagée, ces produits 
étant inconnus en chimie organique. 

En terminant je ferai remarquer que, évidemment, je n’ai 
pu suivre toutes les transformations qui se produisent au cours 
de lautotyse, méme en ce qui concerne simplement la forma- 
tion de l’acide $-oxybutyrique. C’est ainsi que je n’ai pu déter- 
miner sous quelle forme le produit fondant & 157° préexiste 
dans la cellule. Il est peu probable qu’il s’y trouve & 1’état 
libre, mais doit plutét étre engagé dans une combinaison com- 
plexe. 


IV. — Concwusions. 


1° Certains bacilles renferment une substance de réserve, 
constituant 18 4 20 p. 100 de leur poids sec, fondant & 157°, 
et ayant, comme formule brute (C‘H*O?)". Cette substance est 
un produit de déshydratation et de polymérisation de l’acide 
6-oxybutyrique, sans doute un polylactide. 

2° Au cours de l’autolyse, cette réserve se transforme sous 
Paction des diastases microbiennes, en donnant : 

Un produit de méme formule brule mais de poids molécu- 
laire moins élevé et fondant 4 120°; 

Et de lacide $-oxybutyrique dont l’origine autolytique est 
ainsi expliquée par un simple processus de dépolymérisation et 
Whydrolyse. 
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FAITS NOUVEAUX SUR LA PATHOGENIE 
ET LA PROPHYLAXIE DE LA RAGE 


par le DY A. SPERANSKY. 


(TROISIEME MEMOIRE [1]) 


(Institut de médecine expérimentale a Leningrad.) 


Ce mémoire présente les résultats de nos récentes expé- 
riences sur le rdle physiologique du liquide céphalo-rachi- 
dien (2). 

L’étude du processus qui se développe chez les chiens soumis 
a la congélation d’une partie limitée de |’écorce cérébrale, de 
méme que les expériences sur le tétanos (D" A. V. Pono- 
mareff) et sur diverses autres substances toxiques, nous ont 
démontré le rdle prépondérant que joue le liquide céphalo- 
rachidien dans le mécanisme du développement des processus 
diffus dans le cerveau. Nous avons essayé d’établir les carac- 
teres généraux communs & tous les processus ltoxiques se 
déroulant dans le cerveau, et de démontrer que le mécanisme 
en est & peu prés analogue. 

Une analyse, méme superficielle, de certains phénoménes qui 
surviennent lors de l’apparition et au cours d’une maladie telle 
que la rage du chien nous a conduit a classer cette affection 
parmi les encéphalites toxiques et & rechercher dans le méca- 
nisme de son développement les mémes particularités que nous 
avons observées dans les autres processus étudiés. 

Nous étions amenés & cette conception, quoique le caractére 


(1) Rapport au Congrés de bactériologie d'Odessa, 9 septembre 1926. 
(2) Journal de Médecine ef de Biologie expérimentales, Moscou, 1926. Ces 
Annales, 1926. 
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microbien de la rage fait hors de doute et que les tentatives 
d”obtenir la toxine rabique aient échoué. 

Dans les encéphalites toxiques que nous avons déja obser- 
vées, les premiers symptdmes et les plus constants sont ceux 
qui produisent des Iésions des parties du cerveau situées au- 
dessous de l’écorce. : 

Quant a la rage, quelle que soit sa forme, — rage des rues 
ou rage de laboratoire provoquée par linjection du « virus 
fixe », — les symptomes dominants paraissent résulter d’une 
lésion des appareils cérébraux sous-corticaux. 

La rage provoquée par le « virus fixe » se manifeste généra- 
lement, au début, par des symptémes de dérangement dans la 
coordination. Ensuite survient le stade de paralysie spasmo- 
dique et, aprés les premiéres huit & douze heures, nous trou- 
vons l’animal, surtout le chien, plus rarement le lapin, dans 
une pose caracléristiqne, couché sur le flanc, les extrémités 
étendues et rigides, la téte renversée, la colonne vertébrale en 
opisthotonos. 

Cette période peut étre de tres courte durée chez le lapin. 
Toute irritation extérieure, un son brusque, un attouchement 
ou une soudaine lumiére, accentue par réflexe ces symptémes. 
Presque toujours, on observe en méme temps une salivation 
exagérée, souvent du strabisme (chez les lapins, un grincement 
des dents par contraction des muscles de la machoire). 

Le stade des symptOmes spasmodiques est suivi d’une para- 
lysie flasque qui précéde la mort. 

Tous ces symptdmes sont caractéristiques de lésions des 
parties subcorticales du cerveau; ils ne présentent rien de 
spécifique et peuvent se montrer plus ou moins accusés au 
cours d’autres processus'toxiques du systeme nerveux, tels que 
le tétanos, les empoisonnements par la strychnine et par 
d'autres poisons, de méme que dans l'encéphalite toxique qui 
se développe chez les chiens soumis a la congélation partielle 
de l’écorce cérébrale. 

L’habitus des animaux malades, au moins celui des chiens 
pendant toute la premiére période, reste normale. Les animaux 
conservent l’aptitude & réagir & tous les excitants. Ils répon- 
dent a l’appel, s’approchent en se balancant sur les jambes, 

‘remuent la queue, sont caressants, choisissent leur nourriture 
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en manifestant une préférence pour celle qui-est de meilleur 
gotit (saucisson) et en négligeant l'autre (pain noir). 

Le trait le plus caractéristique dans les manifestations de la 
rage de laboratoire provoquée par inoculation du virus fixe et 
qui la distingue de la rage des rues est la frappante stéréotypre 
de tous ces symptémes. Nous avons étudié cette maladie sur 
quelques dizaines de chiens et sur une grande quantité de 
lapins. Nous n’avons noté aucune sieataiine particuliére. 

Les manifestations de la rage des rues sont bien plus compli- 
quées et plus variées; mais, ici, prédominent les symptomes 
d'une lésion prépondérante des parties sous-corticales. Ce n'est 
qu’au début de la maladie qu’apparail la période d’excitation 
caractéristique qui fait, & peu prés, défaut dans la rage de 
laboratoire. 

Tous les appareils producteurs de mouvements combinés 
automatiques, la mastication, la déglutition, la marche, la 
réaction agressive, etc., se trouvent assez longtemps dams un 
état de grande excitation qui peut aboulir aux convulsions. 

Ce nest qu’aprés cette période qu’apparaissent les troubles 
de coordination et la paralysie spasraodique. Dés lors, @évolu- 
tion de la rage des rues et de la rage par inoculation du virus 
fixe ne différe plus. 

{| y a quelque temps, nous avons observé rigoureusement 
un chien atteint de la rage des rues. C’était un male, grand et 
robuste, qu’on nous avait envoyé du dépdt municipal, en état 
d’excitation. Il est remarquable que ce chien ne devenait agres- 
sif qu’a la suite d’excitations extérieures. On pouvait rester 
longtemps immobile prés de sa cage sans rien observer d’anor- 
mal. Mais, dés qu’on faisait quelques mouvements, qu’on 
levait le bras, qu’on prononcait un mot & haute voix, etc., le 
chien s’élancait du coté d’ou venait l’excitation. 

Lorsque celle-ci cessait, le chien devenait de nouveau relati- 
vement tranquille. Plus tard, nous avons pu faire sur ce chien 
une autre observation qui nous confirma dans la conclusion 
que mous avions devant nous une excitation des centres des 
mouvements combinés automatiques. Au début de la période 
paralytique, ce chien était couché sur le flanc, le dos tourné 
vers lobservateur qu'il ne pouvait pas voir. En passant un 
baton & travers les barreaux de la cage, nows touchions a 


SUR LA PATHOGENIE ET LA PROPHYLAXIE DE-LA RAGE 469 


Vimproviste différents endroits du corps de l’animal. Le chien 
mordait presque immédiatement et trés exactement le bout du 
baton, méme dans les cas ot l’endroit touché était difficile a 
atteindre. Puis, la téte du chien se replacait immédiatement 
dans sa position initiale. 

Au laboratoire du prof. I. Pavloff on connait bien le fait que 
les chiens, privés des grandes hémisphéres, sont « prompts a 
mordre ». I] suffit parfois de faire un mouvement rapide, avec 
la main, devant la gueule du chien, pour étre instantanément 
mordu. 

Chez les chats, l’‘ablation des hémisphéres provoque une trés 
vive excitation de la réaction agressive (Magfius). Les autres 
symptémes, tels que salivation, déglutition des objets non 
mangeables, excitation motrice générale, trouvent aussi leur 
explication dans Jirritation des centres automatiques du 
cerveau. 

Il faut donc admettre que la différence des manifestations 
de la rage provoquée par le « virus fixe » et la rage des rues 
est exclusivement quantitative. La premiére évolue jusqu’aux 
symptémes paralytiques plus rapidement que la seconde. La. 
_ variété et la complexité de l’évolution de la rage des rues 
dépendent de la période d’excitation plus longue des appareils 
automatiques. Mais aucune des formes de la rage ne présente 
de symptémes de lésion corticale. Dans les deux formes nous 
observons des symptémes nommés sous-corticaux et qui sont 
caractéristiques des formes d’encéphalites toxiques citées pré- 
cédemment. 

Parmi nos expériences, nous avons eu un cas présentant un 
intérét considérable. Je viens de noter la stéréotypie frappante 
des symptémes, caractéristique de la rage provoquée par le 
« virus fixe ». Nous les avons contrdélés plus d’une vingtaine 
de fois sur les chiens, mais un cas a fait exception 4 cette 
régle. Il s'agit d’un chien qui, dix-huit heures aprés l’injection 
subdurale d’une dose mortelle de « virus », a recu du méme 
coup sous la dure-mére une petite quantilé (3 cent. cubes) de 
sérum antirabique. Deux jours aprés, une injection de la 
méme quantité de sérum fut répétée. L’animal se porta bien 
jusqu’aux sixiéme et septiéme jours et les jours suivants. Il ne 
tomba malade que le douzitme jour, c’esl-a-dire aprés une 
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période d’incubation deux fois plus longue que n'est lincuba- 
tion normale pour notre « virus fixe ». La maladie débuta par 
une excitation générale. Le moindre bruit (un coup léger a la 
porte, l’ouverture de la porte, l’entrée dans son chenil) le faisait 
sursauler, jeter des regards effrayés, essayer de prendre la 
fuite ; mais la coordination des mouvements étant déja atleinte, 


le chien tombait sur le flanc en continuant toujours & faire des 


mouvements de course. Bientét survinrent les convulsions 
cloniques, une salivation abondante, puis un état de convul- 
sions permanenles, rappelant l'état épileptique, interrompu 
parfois par une course sur le flanc. Cet état dura douze heures 
& peu prés et fit place & une paralysie spasmodique, et ensuite 
flasque, caractéristique des formes de la rage de laboratoire par 
« virus fixe ». Ensuite, l’animal est mort avec les symplomes 
habituels. 

Qu’avons-nous eu dans ce cas? Aprés des manipulations qui 
ont atténué le « virus fixe », ne l’ayant pas détruit, nousavons 
obtenu un prolongement de la période d’incubation de prés du 
double. Cette période d’incubation s’est rapprochée de celle qui 
est propre a la rage des rues; en somme, la maladie prit une 
forme intermédiaire ot se mélérent les traits des deux formes 
de la rage. Le « virus fixe » affaiblia causé une excitation pro- 
longée des appareils quwil paralyse trés vite dans les circon- 
stances habituelles. 


II 


C’est le tableau anatomo-pathologique de la rage qui nous 
améne & reconnaitre dans |’évolution de celle-ci des traits 
communs 4 toutes les encéphalites toxiques. Laissant de colté 
les altérations spécifiques des cellules, telles que les corpuscules 
de Negri, arrétons-‘nous sur un autre signe toujours présent 
dans le systéme nerveux, notamment sur Jinfiltration des 
parois des vaisseaux sanguins et du tissu nerveux environnant 
formant des gaines. Cette infiltration s’observe dans les diffé- 
rentes encéphalites (encéphalite épidémique, poliomyélites, 
Mal. de Caderas et autres), entre autres dans Il’encéphalite 
toxique des chiens soumis & une congélation partielle de 
lécorce cérébrale. Il est évident qu'il ne s’agit pas la d'un 
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moyen de défense del’organisme contre un principe nuisible pro- 
venant du sang, puisqu’on n’observe cette infiltration qu autour 
des vaisseaux du cerveau, tandis que les tissus entourant les 
vaisseaux d’autres organes ne la présentent pas. D’ailleurs, 
dans le cerveau méme, ce ne sont pas tous les vaisseaux qui 
s'engainent d’infillrations ce!lulaires. 

La formation de gaines semblables dans le cerveau des chiens 
soumis & une congélation de |’écorce cérébrale, od rien ne 
nous autorise & admettre une action morbide du cété du sang, 
nous force 4 expliquer ce fait autrement. 

J'ai déja eu Voccasion d’en parler ailleurs (1). En étudiant la 
toxicité du liquide céphalo-rachidien dans diverses conditions 
pathologiques @t-son réle dans le mécanisme du développe- 
ment des lésions cérébrales diffuses, nous avons constaté que 
cette infiltration du tissu cérébral n’engaine pas étroitement 
les parois vasculaires mémes, mais se trouve autour des 
« espaces adventitiels » ou le liquide céphalo-rachidien circule 
librement. 

Il y a encore un fait qui attire Vattention, c’est la période 
dincubation de la rage. Elle est trés inconstante dans les cas 
d’infection spontanée, ot elle peut durer de quelques jours a 
un an et méme davantage; pourtant, dés que la rage a débuté, 
elle évolue précipitamment et tue l’animal en quelques jours. 
D’autre part, quand nous inoculons le virus sous la dure-mére, 
non seulement nous abrégeons extrémement la période latente 
(pour le lapin jusqu’a trois jours), mais nous produisons une 
maladie qui ne présente ni sympltomes locaux, ni envahisse- 
sement progressif d'une partie aprés l’autre. Nous avons 
d’emblée une encéphalite généralisée (encéphalomyélite). 

Comment peut-on expliquer ces fails? Quoique nous ne puis- 
sions pas entrer dans les détails, une hypothése s’impose : c'est 
gue le mécanisme de la progression du virus le long du nerf se 
distungue de celui qui s effectue au sein du cerveau. 

L’étude des encéphalites toxiques suraigués, telles que l’encé- 
phalite tétanique et lencéphalite de congélalion de I’écorce 
cérébrale, nous a appris que le caractére du procés morbide est 


() Journal de Médecine et de Biologie exp., 1926, ne’ 7 (en russe). Ces 
Annales, 1926. 
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da a Vintervention du liquide céphalo-rachidien ou que, du 
moins, celui-ci y prend une part importante. 

La rage ayant beaucoup de traits communs avec lencéphalite 
toxique, nous avons supposé que le mécanisme de son exten- 
sion au systéme nerveux central est analogue a celui que nous 
avons déja étudié. Nous avons fait une série d’expériences 
pour vérifier cette hypothése (expériences du D" Tchechkoff). 

On a commencé par quelques essais sur des lapins, auxquels 
on avait extrait préalablement, au moyen d’une ponction du sac 
rachidien, tout le liquide céphalo-rachidien. 

La technique de cette ponction est trés simple. Le lapin 
étant légérement narcotisé & l’éther, on introduit une fine 
aiguille de seringue dans l’espace entre l’atlas ¢t l’os occipital; 
on aspire le liquide lentement; au moment ov le liquide trans- 
parent commence & prendre une teinte jaunatre (hypérémie ex 
vacuo), l’aspiration doit étre arrétée. On réussit facilement a 
prélever de cette fagon & un lapin de 1.100 & 1.600 grammes de 
0,8 a 1,6 cent. cube de liquide transparent. Si, 4 ce moment, 
on tue l’animal et qu’on lui ouvre le crane et la colonne verté- 
brale, le sac de la dure-mére se présente presque complétement 
vide. Immédiatement aprés l’évacuation, nous pratiquions la 
trépanation et l’injection du virus était faite sous la dure-mére 
(méthode ordinaire). Les-animaux de controle (du méme poids 
que les premiers) recevaient simultanément le virus sous la 
dure-mére sans évacuation préalable du liquide céphalo-rachi- 
dien. 

Le « virus fixe » était employé en émulsion & 1 p. 100, tel 
qu'il est utilisé dans le service de la rage de l'Institut de Méde- 
cine expérimentale depuis bien des années, en donnant tou- 
jours un résultat parfaitement identique et constant. Les !apins 
tombent malades réguligrement au bout du quatri¢me jour. 
Pourtant, nous inoculions toujours quelques lapins de con- 
tréle. | 

Les jours suivants, nous répétions l'évacuation du liquide 
céphalo-rachidien chez nos lapins d’expérience. Sa quantité 
était toujours moindre qu’aprés la premiére piqtre. Il résulta 
de nos observations que presque tous les lapins chez lesquels 
le volume du liquide céphalo-rachidien se irouvait ainsi 
diminué devenaient malades plus tard que leurs témoins. Le 
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retard était de trois-cing heures jusqu’a dix-douze heures, 
parfois méme davantage. 

Puisque la période latente de la rage chez le lapin est tres 
courte et son développement tras rapide, nous nous sommes 
décidés & passer aux chiens. 

Une expérience de contréle avec le virus fixe démontra que 
la période latente reste toujours la méme et dure A peu prés 
six jours. 

Pour établir ce fait, nous avons sacrifié 11 chiens de contrdle, 
qui ont recu le virus fixe en émulsion & 1 p. 100 ou 40,2 p. 100 
par 0,04-0,05 cent. cube. 

Au cours d’autres travaux sur le réle physiologique du liquide 
céphalo-rachidien, nous nous sommes adressés & la ponction 
suboccipitale du sac de la dure-mére qui permet l’évacuation 
totale du liquide. Nous exécutions cette opération plusieurs fois 
par jour. Sa technique est parfaitement établie, et depuis long- 
temps nous n’avons pas d’échecs. 

En répétant sur les chiens les mémes expériences que sur 
les lapins, nous avons pu constater dans tous les cas, sans une 
seule exception, un retard des symptdmes initiaux de ‘a 
maladie. Ce retard était plus considérable que chez les lapins; 
les chiens inoculés devenaient malades de quinze a vingt-quatre 
heures plus tard que les témoins. 

Les évacuations répétées se faisaient ou bien tous les jours, 
parfois méme deux fois par jour, ou tous les deux ou trois 
jours, mais le résultat restail toujours le méme. Il y a eu 
méme des cas ot le prolongement de la période d’incubation a 
été moindre chez les chiens vidés deux fois par jour de leur 
liquide céphalo-rachidien que chez ceux qui ont été vidés deux 
fois en tout. : 

Cela nous a conduit & supposer que les évacuations répétées 
ne jouent aucun role, et que ce n'est que la premiere évacuation 
qui compte, c'est-a-dire celle qui est faite avant inoculation et 
qui vide le sac de la dure-mére 

Nous l’avons vérifié. Les expériences avec une unique évacua- 
tion du liquide céphalo-rachidien, mais aussi compléte que 
possible, ont confirmé notre hypothése. L’évacuation doit avow 
fieu avant inoculation. Les évacuations suivantes ne jouent 
aucun role essentiel. Les évacuations du liquide céphalo-rachi- 
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dien, quelles soient uniques ou répétées, entreprises ving |= 
quatre heures apres Uinjection, ne retardent aucunement le 
début de la maladie. 

Comment s’expliquer ce fait? La réponse la plus simple est 
que le liquide céphalo-rachidien, milieu ambiant du ceryeau 
qui y baigne toutes les parties grace aux espaces adventiliels 
des vaisseaux, sert de voie de prompte généralisation du pro- 
cessus morbide. Le simple contact du virus avec la surface 
intacte du cerveau ne suflit apparemment pas. Le virus intro- 
duit en trés petite quantité (II[-V gouttes) dans l’espace entre 
les méninges vides y séjourne quelque temps inerte jusqu’au 
moment ot la circulation du liquide céphalo-rachidien renou- 
velé (vette circulation nous est encore malheureusement peu 
connue) le met en mouvement, pour le propager dans le sys- 
teme nerveux. 

Les nombreuses expériences que nous avons entreprises 
pour d’autres raisons nous ont prouvé que le liquide céphalo- 
rachidien se régénére trés lentement. Il faut douze-trente 
heures pour obtenir, par une seconde piqtre, une quantité 
de liquide égale a celle qu’on a aspirée par la premiere. 

La vitesse de reconstitution du liquide varie largement chez 
divers individus. C’est ce qui peut expliquer la différence qui 
existe dans le retard du début de la maladie aprés l’évacuation 
du liquide céphalo-rachidien chez les chiens et les lapins 
inoculés. Chez les uns, les premiers symptOmes apparaissent 
avec un retard de vingt-quatre heures, chez d'autres, de peu 
dheures seulement. Cela ne dépend pas de la prédisposition 
individuelle & Vinfection, puisque les animaux infectés d’une 
maniére habituelle deviennent malades avec une régularité 
frappante. 

De plus, nous avons observé que la vitesse du développe- 
ment des symplomes généraux, dans les cas de la rage comme 
du tétanos, est en rapport avec la rapidité de la reconstitution 
du liquide céphalo-rachidien aprés son évacualion. 

Les nombreuses expériences d'autres savants qui ont étudié 
la fonction d’arrét ou de « barriére » qu’exerce le cerveau 
ont démontré que différentes substances agissent surtout 
lorsqu’elles sont introduites directement dans les ventricules. 
Dans différentes affections toxiques du systeme nerveux, sur-. 
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tout dans les encéphalites toxiques, ce sont principalement les 
pares du cerveau limitrophes des ventricules remplis de 
liquide céphalo-rachidien qui sont le plus atteintes. 

Ces deux faits doivent étre rapprochés, et c’est probable- 
ment ainsi qu'il faut s’expliquer que les centres sous-corticaux 
et la corne d’Ammon sont si fréquemments alteints dans les 
encéphalites toxiques. 

Pour prouver définitivement le rdle que joue le liquide 
céphalo-rachidien dans le mécanisme de la propagation du 
virus de la rage dans le cerveau, nous avons fait la série 
d’expériences suivantes. Nous avons tenté d’isoler une partie 
de l’espace subdural et d’introduire le virus dans ce « ventri- 
cule » isolé pour ainsi dire. Nous nous sommes servi pour 
cela d'une observation que nous avons faite en élaborant une 
méthode opératoire pour greffer des électrodes dans différentes 
parties du cerveau de chien. Notamment, nous avons remarqué 
quune électrode isolée par du celluloid, longeant l’espace 
subdural entre la dure-mére et Ja surface du cerveau, se soude 
trés rapidement, en quelques jours, avec l’une et l'autre. Ces 
soudures ne se produisent généralement qu’au toucher des 
électrodes e¢ ne les dépassent pas. 

Nous avons décidé de faire un anneau en fil de coton ou de 
soie couvert de celluloid et de Vintroduire dans l’espace 
subdural du cerveau du chien, loin de la zone motrice pour 
éviter Pexcitation de celle-ci. Nous ne nous arréterons pas sur 
la technique de cette méthode, dont on peut voir les ditférentes 
étapes sur les figures 1, 2 et 3 et les résultats sur les figures 4 
et 5. Nous dirons seulement que notre hypothése se confirme 
et que nous avons obtenu un espace parfaitement clos. 

Nous nous sommes servi d’abord d’un rond en fil d’argent, 
que nous avons bientdt remplacé par un fil de coton, parce 
que le premier s’enfoncait facilement dans le cerveau en déter- 
minant un décubitus avec ramollissement des tissus envi- 
ronnants. 

L’emploi du fil de colton rend plus facile le second moment 
de l’opération, Vintroduction de l’anneau sous la dwe-mére, 
quil faut faire en évitant tout trawmatisme. 

Nous avons jusqu’a présent opéré ainsi cing chiens, dont 
deux ne comptent pas (un ayant eu une infection purulente de 
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Fic. 1. — Premier temps : Les os du crane sont écartés. 
La dure-mére est ouverte par une incision le long du bord de Vos. , 


Fie. 2. — Second temps : Introduction du rond sous la dure-mére. 


Fic. 3. — Troisiéme temps : Le rond est & sa place. 
y La dure-mére est suturée. °° 
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la plaie, un autre a cause d’un décubitus et d’un ramollissement 
du cerveau). Trois chiens ont supporté l’opération parfaitement 
bien, et se sont remis trés vite. Alors, par ume incision des 
tissus mous jusqu’a la dure-mére, fut ouverte la région des 
ronds et, par une piqtire délicate au centre du rond, l'aiguille 


Fic. 4. — La soudure du rond avec la surface du cerveau est disjointe. 
Le rond est soudé a la dure-mére, 


de la seringue fut introduite avec beaucoup de précaution a 
Vintérieur de la cavité, close par le rond et ses adhésions, et 
l’émulsion, contenant le virus fixe dilué au 1/100, fut injectée 
en quantité de 4 cent. cubes (environ 5 doses mortelles pour un 
chien). . | 

- Deux de ces chiens prirent la rage avec un retard de trois 
jours et de quatre jours, et le troisiéme n’est pas encore malade 


(deux mois aprés l’inoculation) [ft]. 


“(Ay Ce dernict chien prit la rage typique juste trois mois aprés linoculation. 
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Ii parait d’ailleurs probable que, chez le premier chien, nous 
avons lésé les méninges en introduisant le virus. Le second 
chien fut inoculé le quatri¢me jour aprés la premiére opération 
et le troisiéme le huitiéme jour. Il est probable que les adhé- 
rences du rond avec les parties sous-jacenles sont encore trés 
délicates le quatriéme jour et qu’elles deviennent plus solides 
vers le huitiéme jour. Il est aussi possible que le dernier chien 
prenne la maladie aprés une période d’incubation trés longue 


Ly, 


Fic. 5. — La soudure du rond avee la dure-mére est disjointe. 
Le rond est soudé a la surface du cerveau. 


comme aprés les injections sous-cutanées ou intramusculaires. 
Peut-étre ne sera-t-il pas malade du tout. On peut ainsi s’expli- 
quer la différence que nous avons observée dans le retard de la 
maladie. 

Kn somme. le développement de la rage s’est trouvé nola- 
blement retardé, quoique le virus fit mis en contact direct 
avec la surface inlacte du cerveau. Cela ne suffit pas pour que 
le virus pat rapidement pénétrer dans la substance cérébrale. 
Il a fallu un temps assez long pour que se 2 ae veloppat une 
encéphalite généralisée. 

Nous avons montré par ces expériences que /a présence ou 
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Vabsence du liquide c*phalo-rachidien dans I’ espace sous-dure- 
mérien exerce une influence sur la pénétration du virus et sur 
son acces jusqu aux parties profondes du cerveau. 

Ainsi se confirme l’hypothése formulée plus haut que le 
mécanisme de la progression du virus le long du nerf différe de 
celui de sa propagation dans le cerveau. 


III 


Kin dressant le plan de nos expériences, nous avons adopté 
comme point de départ l'idée que la rage est exclusivement 
une maladie du cerveau et ne touche aucun autre organe; 
qu'elle est une encéphalite typique. Pour prévenir la rage, il 
faut empécher l’accés du virus jusqu’au cerveau en le détrui- 
sant ou en le rendant inoffensif sur place. 

Il faut done pouvoir immuniser le cerveau aussi vite que 
possible. Nous possédons deux moyens & cet effet : ’immuni- 
sation passive et l’immunisation active; nous avons essayé de 
réaliser lune et l'autre. 

Immunisation passive. — On connait aujourd’hui plusieurs 
types de sérums préventifs rabicides (Babés, Tizzoni, Marie et 
autres), dont l’action in vitro est trés stire. Leur défaut est 
quils n’exercent presque aucune influence spécifique dans 
Vorganisme. Comme il n’y a aucune chance qu’en changeant la 
méthode de préparation de ces sérums on puisse les rendre 
actifs 2m vivo, nous avons renoncé a faire des tentatives dans 
cette direction. 

Nous avons décidé daborder cette question par son cété 
physiologique. 

Notamment, puisque le contact intime du virus avec le sérum 
in vilro le rend parfaitement inoffensif, nous avons tenté de 
chercher pourquoi cette action neutralisante ne se réalise pas 
dans l’organisme et dans quelles conditions on pourrait essayer 
de Ja faire intervenir. 

Deux circonstances pourraient expliquer l’absence d'action 
spécifique du sérum dans l’organisme : la premiére est que le 
sérum n’est pas assez fort. Mais, d’aprés les derniéres publica- 
tions, on aurait obtenu des sérums dont l’action. rabicide 
s‘observe a des dilutions de 1 : 25.000 (Tizzoni et Centanni). 

13 
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L'injection subdurale-d’'un gramme d'un tel sérum devrait 
démontrer son efficacité. S’il n’en est -rien,.cesl.que ce nest 
pas la faiblesse du sérum qui est en. cause.; 

Lia seconde. raison qui peut empécher I’action antirabique du 
sérum, est que, méme injecté sous la dure-mére, il,n’entre pas 
en contact avec le virus. En effet, il ne suffit pas d’introduire 
une substance quelconque dans l’espace subdural pour qu'elle 
se réparlisse également dans tout le systéme nerveux. II est 
connu (L. Stern et autres) que les différentes substances 
injectées dans le sang n’apparaissent jamais dans le liquide 
céphalo-rachidien.. Ces mémes substances, injectées sous la 
dure-mére, apparaissent presque instantanément dans le sang. 

Le cerveau s’en débarrasse avec une grande rapidité. Il nous 
mangue malheureusement encore une notion claire, celle de 
savoir ou se dirigent et comment se déplacent les liquides a 
intérieur du cerveau, dans les ventricules, dans les espaces 
intraméningé et subdural. Il existe, pourtant une. opinion 
soutenue par plusieurs expérimentateurs, que le courant BR; 
vient des ventricules. 

Différentes substances injectées eee es ventricules se 
montrent plus actives que quand elles sont introduites sous la 
dure-mére. 

La composition chimique du liquide, — ventricules, des 
espaces subduraux et subarachnoidiens »n’est pas la méme. 
L’espace subdural du cerveau se présente de la sorte comme 
un milieu ambiant, et pas seulement du cdté topographique. 

Que doit-on faire pour modifier, du moins pour un certain 
temps, cet ordre de relations dans le cerveau? Nous ne pou- 
vons pas résoudre ce probléme, mais nous avons, des raisons 
de croire gue, dans certaines conditions qwil est possible de 
réaliser artificiellement, les matiéres introduites sous la dure- 
mere pénttrent plus vite dans les parties profondes du cerveau. 

En étudiant l’action des produils de désagrégation du tissu 
cérébral sur le systéme nerveux du chien,:nous avons observé 
le fait suivant : la méme quantité de: substance introduite 
sous la dure-mére du chien sans évacuation préalable du liquide 
céphalo-rachidien agit dune maniére beaucoup plus farble que 

lorsque ce liquide a ane a aboard Evacué aussi Kompletement que 
Pee Tat 


Ys 
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Ce n'est pas tout : injection de ces substances aprés l’éva- 
cuation du liquide céphalo-rachidien provoque trés vite (en 


‘dix-vingt minutes) différents symptémes propres justement 


aux Iésions de l'appareil sous-cortical et des régions apparte- 
nant au trone cérébral. Ces lésions peuvent étre graves et 
méme mortelles. L’étude de l’action du sérum antilétanique a 
confirmé notre hypothése que, dans ces conditions, il pénétre 
mieux jusqu’aux parties profondes du cerveau. 

Les symptémes principaux de la rage étant aussi dus & des 
lésions sous-corticales des régions du tronc cérébral, il était 
naturel de supposer qu'une évacuation préalable du liquide 
céphalo-rachidien serait favorable & la pénétration du sérum 
jusqu’aux endroits les plus atteints. 

Nous avons fait une série d’expériences (D" Tchechkoff) en 
poursuivant cette idée. Nous avons jusqu’a présent 8 expé- 
riences sur les chiens qui ont été suivies dun succés invariable. 

Nous injections une fois le sérum et le virus presque simul- 
tanément (avec un intervalle d'une heure); une autre fois le 
sérum aprés le virus; puis le virus aprés le sérum avec des 
intervalles de douze, dix-huit, vingt-quatre, quarante-huit 
heures. Chaque expérience avait son témoin. Nous nous ser- 
vions d’un virus fixe en dilution & 1 p. 100 et & 0,2 p. 100 
(émulsion non filtrée) en quantité de 0c. c.4a0¢.¢. 5. Le 
virus fut toujours tnjecté sous la dure-mére. 

Dans toutes crs expériences on évacuait le liquide céphalo- 
rachidien aussi complétement que possible. Le sérum rabicide 
était injecté plusieurs fois a la dose de 3,0-5,0. Parmi tows ces 
chiens soumis & immunisation, un seul prit la rage aprés wne 
période d incubation de douze jours au lieu de cing. Ce chien 
a recu la premiére injection de 3 cent. cubes de sérum dix-huit 
heures apres inoculation subdurale, la seconde, de 3 ¢. c. 5 
deux jours aprés la premiére. La maladie de ce chien montra 
des particularités qui ont été rapportées plus haut (1). 

Ces expériences sont encore loin d’étre achevées, beaucoup 
de détails restant obscurs; mais les résultats déja obtenus nous 
forcent & les considérer avec une attention sérieuse. Nous nous 


' (1) Le liquide céphalo-rachidien de ce chien était évacué avant les injec 


tions de sérum: 2c. c. 5 la premiére fois, 3 cent. cubes la seconde. 
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trouvons devant ce fait que les qualités spécifiques des sérums 
sont 4 elles seules inefficaces vis-a-vis du systeme nerveux ; 
pour qu’elles deviennent actives, il faut encore quelques parli- 
cularités spéciales du célé de l’organisme. 

L’explication de l’effet préventif sera fournie lorsqu’on aura 
une notion détaillée des processus d’absorption et d’excrétion 
dans le systeme nerveux. Mais nous pouvons déja nous servir 
de quelques données acquises. 

Nous avons établi que la pénétration de diverses substances, 
introduites sous la dure-mére, jusqu’aux parties profondes du 
cerveau, est favorisée lorsque le liquide céphalo-rachidien est, 
au préalable, soigneusement évacué. 

Nous avons réussi & guérir promptement cing cas de tétanos 
grave chez l'homme en injectant le sérum antitétanique dans 
la cavité subdurale préalablement bien vidée (1). 

L’évacuation du liquide du sac de la dure-mére doit élre 
totale, c’est la condition essentielle. Il ne suffit pas de vider le 
liquide qui s’écoule spontanément aprés la piqtire. Il faut 
laspirer de maniére & communiquer & la subslance cérébrale 
une certaine lension par une « hyperémie ex vacuo ». Nous 
ignorons si une pareille évacuation forcée du liquide céphalo- 
rachidien sous narcose a jamais élé effectuée chez l’homme, 
mais nous avons pu observer maintes fois nous-méme une 
perte de quantités considérables du liquide céphalo-rachidien 
pendant l’opération de la laminectomie, exécutée sous narcose, 
et qui n’élait pas suivie de collapsus. L’évacualion du liquide 
en moindre quantité, telle qu’on la fait sous narcose & 
l'homme, est parfois suivie de collapsus. 

Nous pratiquons ces aspirations « totales » chez les chiens 
narcotisés et nous pensons qu'il faut attribuer a cela une 
importance particuliére. Une telle évacuation « totale » n’est 
suivie d'aucune conséquence funeste. Eveillé de sa narcose, le 
chien opéré réagit aussi bien que tout autre chien narcolisé et 


(1) Dans tous les cas le sérum fut introduit tous les deux jours par 
10-12.000 unités, de 24 4 fois. Toute injection fut précédée d'une évacuation 
préalable du liquide céphalo rachidien, par 80-110 cent. cubes, jusqu’a la for- 
mation d'une hyperémie « ex vacuo » se manifestant par une légére coloration 
sanguinolente du liquide. Tous ces cas présentaient un télanos généralisé, dont 
deux furent guéris en cing jours; dans les autres 3 cas la guérison ne survint 
qu’au 10-41e jour. 
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sa conduite consécutive reste normale. Cette opération faite des 
centaines de fois ne nous donna jamais de surprises désa- 
gréables. 

Cela s’explique par la narcose que nous employons toujours 
pour faire l’évacuation complete du liquide céphalo-rachidien. 

Les collapsus qu’on observe parfois chez ’homme aprés la 
piqtré lombaire peuvent étre expliqués, ou par un réflexe des 
méninges, ou bien par les altérations qui se produisent au sein 
de l’écorce cérébrale sous l’influence de la dépression intra- 
cranienne. Or précisément, /a narcose supprime en premier lieu 
la fonction de l'écorce cérébrale et son influence sur les parties 
subjacentes et élouffe ensuite la plupart des phénoménes réflexes 
de lorganisme. 

Vers le moment ot la narcose disparait, tous les phénoménes 
provoqués par la ponction s’apaisent par adaptation compen- 
satrice, et les symptémes de collapsus font défaut. On devra 
prendre ces faits en considération lorsqu’on voudra appliquer 
vette méthode chez Vhomme. 

Nous voudrions souligner encore une fois ceci : malgré que 
nous ignorions ce qui se passe dans le cerveau sous | ’influence 
d'une évacuation trés abondante du liquide céphalo-rachidien, 
tout porte & penser que ce n’est pas le cété mécanique qui entre 
en jeu, du moins chez le chien. | 

La composition chimique du liquide céphalo-rachidien aspiré 
la premiére fois est autre que celle des portions suivantes, 
extraites dans les vingt-quatre 4 vingt-six heures. 

Les expériences décrites dans ce chapitre sont en certain 
désaccord avec celles qui ont été citées plus haut. Notamment 
nous avons vu que l’introduction du virus dans le sac de la 
dure-mére vidé retarde le début de la maladie. De la sorte le 
vide fait dans l’espace subdural met un obstacle & la pénétration 
du virus dans le cerveau. 

Ce désaccord s’explique aisément par le fait que le virus est 
introduit sous la dure-mére en quantité minime, II] 4 V gouttes. 
De la sorte, l’espace subdural reste vide assez longtemps et le 
virus se trouve arrété a la surface de l’hémisphére, dans la 
fente entre la dure et Ja pie-mére jusqu’au moment ou le 
liquide céphalo-rachidien, en s’accumulant, le « pousse » vers 
‘les régions réceptrices du cerveau. Par contre, le sérum est 
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injecté en volume 20.8 30 fois plus grand et est instanlanément 
porté vers les parties réceptrices. Nous ne pouvons pour le 
moment trouver d’autres explications des phénoménes. cités. 


IV 


Immunisation active. Le probleme d’obtenir en peu de temps 
une immunité locale active du cerveau vis-a-vis du virus de 
la rage se complique d’abord de ce fait qu'il faudrait réaliser 
Vimmunisation avec le virus (wi-méme. Or le virus ne peut pas 
étre séparé du tissu cérébral, et nous savons que l’introduction 
dans l'espace subdural de la substance cérébrale d’une autre 
espece animale parfaitement saine est toujours dangereuse, 
parce que celte substance agit comme un poison nerveux. 

On court done un danger trés grand en introduisant dans le 
cerveau le virus. 

En conséquence, avant d’aborder l’immunisation active 
‘locale du cerveau vis-a-vis du virus de la rage, il faut essayer 
dextraire du virus, ou du cerveau d’un animal enragé, la 
substance dont lintroduction pourrait assurer l’immunité. 

De tels essais ont été faits bien des fois. 

En étudiant les substances toxiques apparaissant dans le 
cerveau au cours d'une congélation partielle (1), notre attention 
fut attirée sur le rdle essentiel que joue le liquide céphalo- 
rachidien dans la désagrégation de la substance cérébrale. 

Il fut établi que seule la substance nerveuse se désagrége 
plus ou moins vite dans le liquide céphalo-rachidien, tandis 
que les autres substances albuminoides s’alterent peu ou pas 
du tout. ; 

Ce fait asuggéré une expérience exécutée par le D' A. V. Pono- 
mareff; il s’agissait de rendre libre, 4 l'aide du liquide céphalo- 
rachidien, la toxine tétanique neutralisée dans une émulsion 
cérébrale (Wassermann et Takaki). 

Ces expériences ont été faites im vitro et in vivo avec un 
résultat positif. Kn partant du fait que la rage est une maladie 
microbienne qui se résume en la destruction et la mort du tissu 


(1) Ces Annales, 1925. 
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nerveux, on doit ‘admettre qu'il existe une substance qui se 
fixe dans le cerveau et le désagrége. On peut aussi admettre 
qu’a la suite de la désagrégation de la substance cérébrale dans 
le liquide céphalo-rachidien, V’agent toxique de la rage sera 
rendu libre. 

Les expériences ci-aprés ont été faites par mon collaborateur 
le D' A. V. Ponomareff. 

Le cerveau d'un lapin mort de rage, prélevé aseptiquement et 
broyé dans un mortier ou dans un ballon & perles' de verre, fut 
additionné de 5 & 10 volumes de liquide céphalo-rachidien de 
boeuf. Le liquide céphalo-rachidien était prélevé & labattoir 
asepliquement et passé ensuite & la bougie Chamberland ou 
Berkefeld. L’émulsion obtenue fut mise & l’étuve 4 37° C pour 
vingt-sept-trente-six heures; toutes les quinze-vingt minutes 
lémulsion fut bien secouée; ensuite elle fut centrifugée et 
passée a la bougie Berkefeld. Le filtrat obtenu était chauffé 
pendant une heure a 50°C pour tuer le virus. Dans d’autres cas . 
le filtrat n’était pas chauffé, mais centrifugé et filtré & la bougie 
‘Chamberland. 

Le liquide, parfaitement transparent et presque incolore, fut 
réparti dans des ampoules. Le contenu de ces ampoules 
soudées était employé pour l’ immunisation. 

Par une piqire, suivant la technique précédemment décrite, 
nous avons introduit dans le canal rachidien 0,5-1,5 de ce 
liquide, trois ou quatre fois de suite, & des intervalles de vingt- 
quatre-quarante-huit heures. Puis, un ou deux jours aprés (Le 
sixiéme jour aprés le début de ’immunisation), nous avons ino- 
culé aux lapins le virus fixe par trépanation sous la dure-mére, 
a dose minima mortelle. Les animaux de contréle ont été ino- 
culés avec la méme dose. 

Il faudrait pouvoir démontrer que l’immunité a été oblenue, 
en inoculant les animaux dans les muscles, les nerfs ou dans 
Veil, etc., et en imitant les conditions naturelles dans lesquelles 
se contracte la rage. Nous avons choisi exprés l'inoculation 
subdurale pour avoir une réponse satisfaisante et rapide, et 
pour savoir si l’immunité apparait bient6t aprés lintroduction 
de l’antigéne dans le cerveau. 

En fait, on confére limmunité vis-a-vis de la rage dans les 
‘conditions ordinaires en introduisant un virus atténué sous la 
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peau, maison échoue dans quelques cas parce qu’ainsi Vimmu- 
nité se développe lentement. Il peut arriver que lorsque le virus 
atteint le cerveau, l'immunité ne soit pas encore solide. Nous 
pous sommes fixé la tache de créer des conditions telles qu’a 
son arrivée au cerveau le virus fat déja rendu inoffensif. 

Ce but ne pouvait étre atteint autrement qu’en conférant au 
cerveau une immunité presque immédiate. 

Le nombre de nos expériences est pour le moment insuffisant, 
de sorte que nous ne prétendons pas avoir résolu le probléme. 
Mais nos résultats présentent quelque intérét et nous espérons 
que la route choisie par nous est juste. 

Nous avons fait trois séries d’expériences sur des lapins. 
Dans une premiere série de 4 lapins, 2 furent immunisés avec 
notre « toxine » (non chauffée) filtrée a la bougie Chamberland 
et 2 lapins avec la méme « toxine » chauffée (une heurea 50” C.) 
et passée a la bougie Berkefeld. 

Des deux premiers, l'un devint malade un peu plus tard que 
son témoin. Des deux lapins immunisés par la « toxine » chaullée 
et filtrée, wn prit la rage trente-six heures plus tard que son 
témoin, l'autre resta sain. 

Dans une deuxiéme série de 5 lapins, 2 furent immunisés 
avec la « toxine » filtrée & la bougie Chamberland; injections 
lous les jours et tous les deux jours, en tout 3 injections 
chacun. Tous deux ont été inoculés avec une double dose mor- 
telle de virus. Ils devinrent malades en méme temps que leurs 
témoins. 

Trois autres lapins ont été immunisés avec la « toxine » 
chauffée, filtrée & la bougie Berkefeld (3 injections en tout), 
injectée & deux lapins Lous les jours; au troisiéme tous les deux 
jours. L’un est devenu malade quarante-huit heures plus tard 
que son témoin; les deux autres restérent indemnes. 

Les témoins prirent la rage régulitrement le quatritme jour. 
Il est intéressant de noter que les deux lapins qui restérent 
sains avaient recu l’injection de la « toxine » tous les jours. 

Dans une troisiéme série de 4 lapins : 

Un fut immunisé avec la « toxine » filtrée sur bougie Cham- 
berland; il devint malade vingt-qualre heures plus tard que 
son témoin. 


Trois furent immunisés avec la « toxine » chauffée et filtrée 
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sur bougie Berkefeld. L’un prit la rage vingt-quatre heures 
plus tard que son témoin; l'autre vingt heures, et le troisigme 
resta sain. 

Ainsi, sur 13 lapins immunisés et inoculés avec une dose 
mortelle double, 2 seulement devinrent malades en méme 
temps que leurs témoins. 7 prirent la rage avec un retard de 
quatre 4 quarante-huit heures et 4 restérent sains. 

L'inoculation était faite, une fois le quatriéme jour apres la 
premiére injection de la « toxine », deux fois le cinquiéme jour, 
quatre fois le huiliéme jour, une fois le neuvidme jour, une 
fois le onziéme jour, trois fois le douziéme jour et une fois le 
vingt el uniéme jour. 

Il est & noter que, sur 4 lapins reslés sains, 2 avaient été ino- 
culés le cinquiéme jour, 1 le huiti¢me et 4 le onziéme jour 
aprés la premiére injection immunisante. 

Nous ne voulons tirer de-ces faits aucune conclusion. 

Avons-nous réellement obtenu une substance possédant des 
qualités antigénes spécifiques et dérive-t-elle du virus ou du 
tissu cérébral méme? 

Nos expériences sur les chiens nous permettent de répondre, 
car nous avons précisément introduit plusieurs fois & ces ani- 
maux, sous la dure-mére, notre fillrat de bougie Berkefeld, 
sans chauffage préalable jusqw a une température tuant le virus, 
par 40 cent. cubes & la fois et méme davantage, sans jamais 
donner la rage. Or, il faut se rappeler que ce filtrat était obtenu 
en partant dune émulsion 4 20 p. 100 du cerveau d’animaux 
enragés en liquide céphalo-rachidien. Et voila que ce virus 
vivant, qui passe facilement & travers la bougie Berkefeld dans 
les conditions ordinaires, ne se Jaisse plus filtrer. Nous n’allons 
pas nous arréter a Ja question de savoir 4 quoi cela est di. Le 
seul fait qui nous paraisse important, est que le filtrat d’une 
émulsion dont chaque goutte devrait contenir beaucoup de 
doses mortelles du virus, se montre tellement inefficace, sté- 
rile, que, injecté sous la dure-mére & doses énormes (10,0), il 
ne donne plus la rage. 

L’injection de notre « toxine » aux lapins aux doses que nous 
employons (0,5-1,5) n’est ordinairement suivie d’aucun symp- 
tome toxique. On observe au commencement une certaine 
perte de poids qui se restitue bientot. L’injection de fortes 
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doses aux chiens provoque des phénoménes spasmodiques qui 
ressemblent parfois tellement & la premiére période dela rage 
paralylique produile par le virus fixe (période ataxique et spas- 
modique), que l’observateur le plus expérimenté peut facile- 
ment se méprendre. Or, Vinjection d'une émulsion semblable, 
préparée de la méme facon, mais avec le cerveau d’un animal 
sain, donne les mémes symptomes, parfois méme plus graves. 
Nous avons pu maintes fois nous en persuader pendant nos 
études sur l’origine de l’action des produits toxiques provenant 
de la désintégration de la substance cérébrale. 

Ainsi les phénomeénes d’intoxication, que nous observons en 
injectant notre « toxine de la rage », dépendent probablement 
d'autres substances non spécifiques. Quoi qu’il en soit, nos 
observations et nos expériences justifient notre tentative de. 
réaliser une immunisation active ow passive du cerveau. Nous: 
poursuivons dans ce sens de nouvelles recherches. 


DU TRAITEMENT DE L’ERYSIPELE 
AU MOYEN DES FILTRATS STREPTOCOCCIQUES 
DE BESREDKA 


par K. T. GLOUKHOFF. 


(Institut de Médecine expérimentale 
et Clinique des maladies infectieuses 
de (Institut de Médecine a Léningrad.) 


Par ses recherches sur limmunisation locale, Besredka 
orienta dans une voie nouyelle la prophylaxie et la thérapeu- 
tique d’un certain nombre de maladies infectieuses. 

La doctrine de Wright ne tient aucun comple. on le sait, du 
mode d’application des vaccins; d’aprés elle, ce sont les anti- 
corps, accumulés dans le sang par suite de l injection parenté- 
rale d’antigénes, qui sont 4 la base de l’immunité. D’aprés la 
doctrine de Besredka, ce qui importe, c’est que les vaccins, 
lors de leur pénétration dans l’organisme, rencontrent les cel- 
lules réceptives; quant aux anticorps, ils comptent peu ou prou, 
Vimmunité étant fonction de l’adsorption locale des vaccins 
par ces cellules, lesquelles deviennent de ce fait réfractaires 
a Vinfection.. Ainsi, dans le choléra, l’absorplion de vaccin 
s’effectue au niveau de l'intestin gréle et de son épithélium ; 
dans le cas de dysenterie, c’est au niveau de l’épithélium du 
gros intestin que la réaction prend place; dans|’infection char- 
bonneuse, ce sont les cellules de la peau qui interviennent; ce 
sont encore ces derniéres qui adsorbent les vaccins, dans le 
cas de staphylocoques et streptocoques. 

Lorsque l’antigéne-virus arrive au contact des cellules récep- 
tives en quantité trop grande pour étre adsorbé en totalité 
par ces derniéres, la portion non fixée passe dans la circulation 
générale. En ce cas, suivant la dose de l’'antigene et sa viru- 
lence, on assiste soit 4 lapparition d’anticorps, soit & la multi- 
- plication du virus dans le sang. 
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Pour obtenir ’immunité, il y a lieu, d’aprés Besredka, de 
réaliser un contact, aussi intime que possible, entre le virus- 
vaccin et l'organe réceptif. La saturation de ce dernier par le 
virus-vaccin, ou par l’antivirus, seffectue rapidement; c'est 
une question d‘heures ou de jours. Dans le cas de streptocoques 
ou de staphylocoques, le maximum d’immunité est obtenu 
soit par injection des cultures chauffées dans l’épaisseur de la 
peau, soit par application des cultures filtrées, ou antivirus, 
sur la peau, sous forme de pansements. 


Dans l'érysipéle, la porte d’entrée du virus est la peau ou les 
muqueuses; le streptocoque pénétre dans le derme et s’y propage 
le long des lymphatiques. Dans le cas ot la quantité de virus 
qui pénétre dans lorganisme dépasse la capacité d’adsorption 
des cellules réceptives, le streptocoque rompt la barriére 
cutanée : il pénétre dans le tissu cellulaire sous-cutané, y donne 
naissance & des phlegmons, ou bien fait irruption dans le sang 
et crée une infection générale. 

Au début de nos essais de traitement, nous nous servions 
dune seule souche de streptocoques, isolée d'un cas d'érysipéle ; 
plus tard, nous avons augmenté le nombre d’origines employées 
(9 souches). Les streptocoques étaient ensemencés dans du 
bouillon Martin ou dans du bouillon sucré, additionné de 
1 p. 100 de sérum de cheval. L’acide formé dans les cultures 
était neutralisé par de la craie stérilisée. Les cultures étaient 
portées & 37°; au bout de douze jours, on les filtrait sur bougie 
Chamberland. Les fillrats étaient ensuite réensemencés, portés 
de nouveau a I’étuve pendant douze jours, puis filtrés. 

L’antivirus ainsi préparé était employé, sous forme de pan- 
sement, a l'état liquide ou bien incorporé dans un mélange de 
Janoline et de vaseline. Dans les deux cas, le pansement 
dépassait largement la région malade, de facon A recouvrir 
une grande partie de peau saine. Les pansements étaient laissés 
en place, sans étre renouvelés, pendant vingt-qualre heures. 

L’évolution de l’érysipéle est, on le sait, fort capricieuse ; 
souvent les malades guérissent sans aucun traitement. Aussi 
chez ceux qui avaient loute leur face atteinte, appliquions-nous 
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antivirus sur une moitié de Ja téte seulement, laissant l'autre 
sans pansement 

Dans plusieurs cas, il nous ful donné d’assister & des résultats 
remarquables : du cdté de la face, traité par l’antivirus, le 
processus s’arrétait déja dans les vingt-quatre heures, puis 
s'acheminait vers la guérison, alors que l’on n’observait aucun 
changement du cété non traité. Tel fut, entre autres, le cas du 
malade D...etf, agé de dix-neuf ans (n° 12066), chez qui toute 
la face a été envahie par l’érysipéle. Ses paupiéres et son nez 
ont été tuméfiés ; il pouvait a peine ouvrir les yeux; sa lempéra- 
ture était & 40°. On appliqua le pansement & l’antivirus sur le 
coté gauche de la face. Dés le lendemain, le malade pouvait 
ouvrir [ceil gauche; l’cedéme a nolablement diminué et la rou- 
geur a disparu. Le coté non traité resta sans changement, ce 
qui provoqua, notons-le en passant, de vives protestations de 
la part du malade. 

L’effet des pansements a l’antivirus n’a pas été toujours aussi 
accusé; en général, aprés un, deux ou trois pansements, le pro- 
cessus s’arrétait, la température baissait et le malade entrait en 
convalescence. 

Dans certains cas, au lieu de pansements, nous injections de 
Vantivirus en nappe, dans l’épaisseur de la peau malade, ainsi 
que de la peau saine environnante. La dose injectée en un seul 
point ne dépassait pas 0 c.c. 1. D’une maniére générale, effet 
de ces piqtres était sensiblement égal 4 celui obtenu par les 
pansements. En pratiquant des piqhres 4 5-6 centimétres de 
distance du bourrelet érysipélateux, et en ménageant un inter- 
valle de 2-3 centimétres entre chacune d’elles, nous voyions se 
produire ceci : le processus continuait & progresser et arrivait 
jusqu'a la zone immunisée; 1a il s’arrétait et ne la franchissait 
plus. Lorsque, pour des raisons d’ordre technique, on était 
obligé de laisser entre les piqires un espace plus grand, on 
voyait le processus faire irruption 4 travers ce dernier. Ce fut 
le cas du malade T..., agé de vingt-neuf ans (n° 12543), chez 
lequel, étant donné Ja localisation de l’érysipéle dans Vaisselle, 
on fut obligé de laisser un intervalle de 3-4 centimetres de lar- 
geur entre deux points de piqare; c’est 4 ce niveau et la seule- 
ment que |’infection réussit & rompre le barrage et 4 gagner du 
terrain. 
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L’efficacité de l’antivirus pouvait aussi étre appréciée chez 
les malades qui étaient sujels 4 des érysipéles a répétition. Un 
de ces malades (n° 12562) est entré a ’hdpital pour sa sixiéme 
rechute (jambe et partie inférieure de la cuisse); les fois pré- 
cédentes l’érysipéle durait chez lui deux semaines, en moyeune. 
Cette fois-ci, au cinquitme jour de la maladie, on pratiqua des 
piqares intracutanées, en nappe, dans la peau saime, a 3-6 
cenlimetres au-dessus de la zone malade. Dés le lendemain, 
la température baissa de 1°5, pour redevenir normale aprés 
trente-six heures; le-processus érysipélateux, arrivé a la zone 
immunisée, s’arréta net. Le malade fut tout étonné de voir que 
son érysipéle tourna si court, contrairement 4 ce qui se passait 
lors de ses atteintes antérieures. 

L’antivirus, appliqué en pommade, a un cerlain avantage 
sur l’antivirus liquide : il assure un contact plus prolongé et 
plus ininterrompu avec la peau; la couche de poimmade est 
recouverle de papier paraffiné et maintenue au moyen d’une 
bande. Le pansement a la pommade peut étre laissé sans 
inconvénient deux jours et plus; la peau est ensuite nettoyée 
au moyen de benzine. 


Pour pouvoir se rendre compte de lVeffet du traitement chez 
nos malades, nous rapportons ci-dessous — vu la marche 
si irréguliére de l’érysipéle — deux tableaux portant sur un 
nombre sensiblement égal de cas. Les malades dont les obser- 
vations sont résumées dans le tableau 1, au nombre de 129, ont 
été traités par lantivirus (piqires, compresses, pommades). Les 
malades de la seconde catégorie (tableau 11), au nombre de 125, 
ont été hospitalisés & la méme époque et dans les mémes con- 
ditions que les précédents, mais non traités par l’antivirus; ils 
peuvent étre considérés comme des témoins. 

Faisons toutefois remarquer que, parmi les malades soumis 
4 lantivirus, la proportion des cas graves a été notablement 
supérieure a eile parmi les témoins. . 

Sur 129 malades traités par l’antivirus, il y efit: 

26 cas graves; 53 cas moyens; 50 cas ispore 

Sur 125 malades traités par des procédés ordinaires, il y eut: 

6 cas graves; 23 cas moyens; 96 cas légers. 
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“Malgré cette différence, les résultats observés chez les traités 
par l’antivirus ont été plus favorables que chez les témoins, 
comme il ressort de la-comparaison des deux tableaux ci-joints. 

Il ressort de la comparaison de deux catégories de malades 
que les complications, se traduisant par des phlegmons, ont été 
observées 10 fois parmi les traités, 22 fois parmi les non-traités. 

Les récidives ont eu lieu 4 fois parmi les traités, 9 fois parmi 
les non-traités. 

La durée moyenne de séjour 4 |’hépital a, été moins longue 
parmi les traités (14,5) que parmi les non-traités (17,5); plu- 
sieurs malades parmi ceux auxquels on avail appliqué l’anti- 
virus ont été cependant gardés a l’hépital, aprés la disparition 
de l’érysipéle, pour un traitement supplémentaire (arsenic, 
vaccination antistaphylococcique). 

Tous les traités par l’antivirus ont quitté Vhdpital guéris; 
parmi les non-traités, il y eut deux cas mortels. 
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VARIATIONS DE LA CHOLESTERINE 
AU COURS DE L’INFECTION RABIQUE 


: par A. C. MARIE. 


Nous avons montré (1) que, chez des lapins ayant recu une 
injection intracérébrale de virus fixe, la cholestérine augmente 
dans le sang pendant les premiers jours qui suivent la trépana- 
tion, passant du simple au double, puur atteindre, vers la fin de 
la paralysie rabique, trois ou quatre fois le taux normal, soit 
0 gr. 75-0 gr. 80 par litre de sérum. 

i nous a paru intéressant de rechercher ce que devenait, au 
cours de la rage, la teneur en cholestérine de certains organes. 

Si cette substance existe dans tous les tissus, il faut bien 
savoir que la cholestérinémie dépend en majeure partie de la 
sécrétion des glandes endocrines, permanentes comme les 
surrénales, lemporaires comme le corps jaune périodique ou 
gravidique. Quant a la cellule hépatique, si hautement diffé- 
renciée par la complexité des actes chimiques dont elle est le 
siége, il semble qu'elle doive participer surtout aux processus 
de régulation cholestérinémique, puisque la cholestérine cir- 
culante trouve une voie d’élimination naturelle par la sécrétion 
hiliaire & laquelle préside Ja cellule hépatique. 

D’aprés ces considérations, ef aussi en raison du pouvoir infec- 
tieux que peuvent présenter, au cours de la rage, les capsules 
surrénales, dans lesquelles-des lésions ont été décrites (2), nous 
nous sommes limité 4 l’analyse de la cholestérine dans ces 
glandes, ainsi que dans la substance cérébrale. 

Toutefois, en raison des conditions ot l’on se trouve pour 
une semblable recherche, et sans qu’il soit besoin d’insister, 
l’'analyse quantitative de la cholestérine dans les centres et dans 
les glandes surrénales ne peut étre que fragmentaire. De plus, 
il n’est guére possible d'affirmer que chez deux animaux, les 


() Ces Anna/es, 37, p. 921. 
(2 2) CELESTINO DA Costa. Bull. de la Soc. portugaise des Sc. nat., 2, janvier 1908. 


14 


196 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


conditions au moment du prélévement des organes sont sen- 
siblement les mémes. 

En cherchant a faire Ja part des erreurs possibles, on peut 
résumer, comme il suit, nos analyses, qui ont été pratiquées 
sur deux séries de neuf lapins chacune, injectés semblablement 
dans le cerveau avec la méme quantité de virus fixe, et saignés 
araison d’un animal a la fin de chacun des neufs jours consé- 
cutifs & la trépanation. 

La technique utilisée a été celle de Grigaut qui a bien voulu 
nous fournir les indications nécessaires, ce dont nous le 
remercions vivement. Elle ne différe de !a technique pour le 
dosage de la cholestérine dans le sérum, qu’en ce que |’extrac- 
tion est précédée d’une hydrolyse destinée, non & saponifier les 
matiéres grasses et les lipoides, mais 4 dissoudre le tissu, de 
maniére & rentrer dans les conditions de la technique générale 
usilée pour la cholestérinémie. 

Dans un flacon de 90 cent. cubes, on mettait 0 gr. 30 de 
capsules surrénales de lapin, préalablement dépouillées du 
tissu graisseux qui les enloure, ou bien le méme poids de 
substance bulbo-protubérantielle, lexpérimentation ayant 
prouvé qu’elle est la premiére & se montrer infectante (troisieme 
jour). On ajoutait 30 cent. cubes d’alcool & 70° contenant 
1/100° de soude, et on portait le tout au sein d’un bain-marie 
bouillant, jusqu’a ce que le tissu soit dissous et que le volume 
du mélange soit réduit & 15 cent. cubes. On se retrouve alors 
dans les mémes conditions que pour le sérum : on verse ces 
15 cent. cubes dans le cholestérimétre pour leur faire subir la 
série des opérations que nous avons déja décrites (1). 

Sil’on utilise le colorimétre plongeur de Duboseq, et qu’on 
désigne par : 

P le poids cherché de cholestérine pour 1.000. grammes de 
tissu; 

P_ le poids du tissu dont on est par na 

ne la hauteur en millimetres, lue sur le colorimétre pour 
la solution cholestérinique de titre connu (solution étalon de 
cholestérine & 0,60 p. 1.000); 

If la hauteur pour Ja solution de titre cherché (tissu), 


(1) Ces Annales, loc. cit. 
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on aura, dans tous les cas, & condition de prendre, comme & 
Vordinaire, 5 cent cubes de la solution chloroformique & 
0 gr. 60 p. 1.000: 


Hi 
pov erlngt 1.000 3E 


HP Pa B 


Nous rappellerons qu’ici, comme dans tous les dosages colo- 
rimétriques, il est essentiel de ne comparer que des solutions 
de teintes peu éloignées l’une de l'autre. 

Qn admet que la substance cérébrale contient, a l'état normal 
environ 20 p. 1.000 et les glandes surrénales 45 p. 1.000 de 
cholestérine. 

Les tracés ci-contre donnent Ja teneur en cholestérine de ces 
deux organes, prélevés, comme nous |’avons dit, chez les lapins 
a la fin des premier, deuxiéme, troisitme, quatriéme, cin- 
quiéme, sixiéme, septiéme, huitiéme, neuvieme jours aprés la 
trépanation; ils concernent les lapins de notre premiére série; 
les chiffres y sont assez comparables avec ceux se rapportant 
aux animaux de la deuxiéme série. 


Tableau réunissant les deux tracés des variations de la cholesté- 
rine, chez des lapinsinfectés par le virus fixe, pour les surrénales 
(pointillé) et pour le cerveau (trait plein). 


Jours aprés l'mfection rabique 


fod 
i) 


wo 
a 


io} 


Pw 
(en) 


Q 


quantité de cholestérine p.1000 
i) 
oO 


De la lecture de ces tracés, et tout en maintenant les restric- 
tions que nous avons faites ci-dessus, on peut tirer quelques 
conclusions. 

Les teneurs en cholestérine varient d’un jour 4 !’autre, dans 
la substance bulbo-protubérantielle, aussi bien que dans les 
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capsules surrénales, au cours de l’infection rabique; ainsi ces 
derniéres, & la findu premier jour, donnent un chiffre d’environ 
40 p. 1.000, qui s’abaisse les troisiéme et huitiéme jours & 
12 p. 1.000 et 6 p. 1.000, pour tinalement se relever & plus 
de 30 p. 1.000 la fin du neuviéme jour. 

Le cerveau, au deuxiéme jour, contenait 15 p. 1.000 de cho- 
lestérine; & partir du troisieme jour, cette substance a aug- 
menté jusqu’aé alteindre 27 p. 1.000 au sixiéme jour (début des 
accidents rabiformes), avant de subir une baisse extréme et 
rapide jusqu’a 1 p. 1.000, et 9 p. 1.000 avant la mort au neu- 
vieme jour. 

Dans leur ensemble, les deux tracés cholestériniques, celui 
du cerveau et celui des surrénales, sont en sens inverse |'un 
de l'autre pendant les sept premiers jours, comme si le cerveau 
récupérait, en cholestérine, une certaine quantité que lui four- 
niraient les surrénales, gros centre de production des lipoides, 
surtout par leur portion corticale. Mais rien ne saurait étre 
affirmé, puisque nous savyons combien sont multiples les 
sources de la cholestérine, et que les capsules représentent 
seulement l’une des plus riches de l’organisme. 

Knfin les résultats de semblables analyses ne permettent pas 
de présumer du réle de la cholestérine au cours de l’infection 
rabique : cette substance, de méme que |’urée sanguine dans 
les syndromes azotémiques, peut n’étre qu'un témoin de 
réactions inconnues. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR LE VIRUS RABIQUE DES RUES EN COCHINCHINE. 


par BABLET, ADVIER et SOUCHARD. 


Dans une note récente (1), l’un de nous signalait les résultats 
des recherches expérimentales faites & l'Institut Pasteur de 
Saigon sur la virulence du virus fixe dans les conditions habi- 
tuelles, ot il est utilisé pour le traitement antirabique. Ces 
recherches avaient un but essentiellement pratique, |’établis- 
sement d’une formule de traitement étroitement adaptée aux 
propriétés biologiques du virus. Accessoirement et a titre de 
comparaison, l’enquéte avait porté sur le virus des rues de 
Cochinchine qui n’avait pas paru présenter de caractéres 
anormaux : « L’évolution totale de la rage chez le lapin inoculé 
était de dix-sept jours en moyenne, le virus résistait plus de 
sept jours & la dessiccation et sa virulence dans les moelles 
desséchées persistait au dela de dix jours en glycérine. » 

Il était nécessaire de compléter cette enquéle sur le virus des 
rues cochinchinois, d’une part en examinant de nouvelles 
souches, d’autre part en apportant quelque précision sur leur 
résistance aux agents d’atténuation et de conservation (2). 

Deux virus de provenance canine (n°s 28 et 30), qui para- 
lysaient le lapin respectivement aux troisiéme et quinzitme 
jours apres inoculation, ont fourni des résultats concordants : 


I. — Rb&sisTANcE A LA DESSICCATION. 


La virulence intacte au septiéme jour (paralysie du treiziéme 
au dix-huitiéme jour), fortement atténuée au neuviéme jour 
(paralysie au trente-deuxiéme jour), disparait & partir du 
dixiéme. 

(1) J. Baster, Le virus rabique en Cochinchine. Ces Annales, 1925, p. 183. 

(2) Le détail des opérations de dessiccation et d’immersion en glycérine, la 


technique des inoculations expérimentales, ont été exposés dans la note 
indiquéeé ci-dessus. 
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Il. — CONSERVATION EN GLYCERINE. 


. A. DANS LES MOELLES FRAicHES. — Dans Ja moelle, immergée 

en glycérine dés la mort de l’animal, la virulence persiste 
intacle jusqu’au trenti¢me jour, s’atténue les jours suivants, 
disparait au (rente-quatriéme-trente-cinquiéme jour. 

Les recherches faites avec le bulbe ont donné des résultats 
identiques. 

B. Dans LES MOELLES DEssicuéEs. — Les moelles de deux jours 
sont encore virulentes aprés vingt jours de glycérine. 

Celles de trois et quatre jours supporlent sans modification 
de leur virulence dix jours d’immersion en glycérine, parfois 
quinze jours (dans plus de la moitié des expériences). 

Les moelles de cing et six jours, aprés dix jours de glycérine, 
manifestent une virulence nettement atténuée (paralysie aux 
trentiéme, trente-cinquiéme jours). 

Les moelles soumises & la dessiccalion plus de six jours sont 
inoffensives pour le lapin aprés dix jours de glycérine. Mais les 
moelles de sept et huit jours gardent parfois une virulence 
atténuée au cinquiéme jour d’immersion en glycérine. 


ConcLusions. 


Dans les conditions expérimentales indiquées : 

1° Le virus des rues de Cochinchine résiste de sept a 
neuf jours & la dessiccation en présence de potasse, de trente & 
trente-quatre jours a la déshydratation en glycérine; 

2° Dans les moelles desséchées, la conservation de la viru- 
lence en glycérine est inversement et assez régulitrement pro- 
portionnelle & la durée de la dessiccation: Les moelles de 
deux jours résistent vingt jours, celles de trois. ou quatre jours 
au maximum quinze jours, celles de cing a six jours ne suppor- 
tent pas plus de dix jours d@immersion, celles de sept a 
huit jours sont déja trés atténuées au cinquiéme jour. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 
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